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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE IN CILJEV  
Industrijsko proizveden črni ogljik je fin črn prah, brez vonja, netopen v vodi, množično 
proizvajan v kontroliranih pogojih z delnim izgorevanjem ali termičnim razkrojem 
plinastih ali tekočih ogljikovodikov, sestavljen v več kot 97 % iz čistega elementarnega 
ogljika (Watson in Valberg, 2001). Trenutno je razširjenih 5 načinov proizvodnje črnega 
ogljika, katerim so skupne visoke temperature od 1300 do 1850° C v času proizvodnje 
(angl. acetylene black, channel black, furnace black, lampblack in thermal black). Samo 
v gumarski industriji se uporablja preko 40 različnih finosti CB (Carbon black, 2010;  
Carbon black user's …, 2016). Največja porabnica industrijsko proizvedenega črnega 
ogljika je industija gume. Črni ogljik je vedno prisoten v dimu, pepelu, smogu in sajah, 
vendar v bistveno nižjih koncentracijah, saj se njihova sestava močno spreminja glede na 
material in pogoje gorenja. Del delcev črnega ogljika je lahko naravnega izvora (gozdni 
požari, vulkani, meteorski prah, ipd.), ostalo pa je antropogenega izvora (vpliv človekovih 
aktivnosti – promet, gorenje fosilnih goriv, termoelektrarne, lesne peči, industrija, 
poljedelstvo ipd.). Delci se med seboj razlikujejo po fizikalno-kemičnih lastnostih. 
Domnevamo, da so manjši delci bolj reaktivni in posledično bolj škodljivi za organizme. 
Živa bitja so izpostavljena vplivom naravnih delcev ter umetno proizvedenim NM. 
Najpogosteje delce v človeškem telesu najdemo na sluznici dihal in prebavil ter koži, saj 
vstopajo v dihala z inhalacijo, v prebavila z hotenim ali nehotenim zaužitjem, na kožo pa 
delce nanesemo s kremami, mazili (Bakand in sod., 2012; Zareba in sod., 2009; Wilker 
in sod., 2013). Vsi delci v bioloških sistemih zaradi oplaščenja (korone) pridobijo nove, 
sekundarne lastnosti, zato predstavlja določanje njihovih primarnih in sekundarnih 
lastnosti velik izziv (Cedervall in sod., 2007; Jemec in sod., 2016; Lundqvist in sod., 
2011; Monopoli in sod., 2012; Sopotnik in sod., 2015). Sekundarna korona je v bioloških 
sistemih dinamična in se spreminja glede na lokacijo delca. Običajno je proteinska in 
predstavlja pomemben signalni sistem za biodistribucijo, biokompatibilnost ter 
terapevtsko učinkovanje delca s sistemom (Aggarwal in sod., 2009; Cedervall in sod., 
2007; Xiao in Gao, 2018). Nekatere molekule korone so opsonini, ki so signalne molekule 
za fagocitozo oziroma proces odstranjevanja oplaščenih delcev, opsonizacijo.  
 
Celična membrana je struktura sestavljena iz različnih komponent/gradnikov, vendar 
najpreprosteje opisovana kot lipidna dvoplast, kjer se lipidne molekule orientirajo tako, 
da so nepolarni (hidrofobni repi) obeh plasti skupaj, polarne (hidrofilne) glave pa na 
skrajnih koncih posamezne plasti. Funkcija zunanje celične membrane je fizična in 
toplotna zaščita notranjih celičnih struktur, regulacija transporta snovi in ohranjanje 
oziroma spreminjanje oblike celice (Cooper, 2003). Izmenjava snovi preko celične 
membrane poteka preko por, večje polarne molekule pa se izmenjujejo s pomočjo dveh 
pomembnih procesov endocitoze (prehod iz okolice/ zunanjosti v celico) ter eksocitoze 
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(obratni proces, snovi iz celice se sprostijo v okolico) (Dowler, 2010; Yáñez-Mó in sod., 
2015). 
 
Eritrociti (sesalcev) so modelne celice za opazovanje celičnih membran zaradi enostavne 
zgradbe (Cooper, 2003; Yawata, 2003). Nimajo jedra, nimajo mitohondrijev, zato ne 
uporabijo kisika, ki ga transportirajo. Zaradi odsotnosti endoplazmatskega retikuluma ne 
proizvajajo proteinov (Bailey, 2018; OpenStax, 2016). Eritrociti so celice, ki se ne delijo 
in jih v normalnih pogojih ne najdemo izven krvnega obtoka (Bailey, 2018). Zunanja 
membrana eritrocitov vsebuje le določene strukturne proteine, npr. spektrin (OpenStax, 
2016), zato se zaradi enostavne strukture citoskeleta hitro odzivajo na zunanje spremembe 
s spontano transformacijo oblike (Hägerstrand in sod., 1999; Iglič, 1997; Kralj-Iglič in 
sod., 2000). Ta hitrost odziva in sprememba oblike ima tudi slabost, saj že sprememba 
pogojev v eksperimentalnem sistemu (temperatura, pH, celo bližina stekla) lahko 
povzroči relativno raztezanje membranskih slojev in tako spremembo oblike celice 
(Rudenko in Saeid, 2010). Redke raziskave potrjujejo endocitozo eritrocitov (Harisa in 
sod., 2011); objavljene so tudi raziskave, ki potrjujejo eksocitozo eritrocitov oziroma 
sproščanje ekstracelularnih veziklov (Babatunde in sod., 2018; Drašler, 2014; Kim in 
sod., 2018). Eritrociti so pogosto izpostavljeni oksidativnemu stresu, kar lahko 
pomembno vpliva na njihovo funkcijo, število in življenjsko dobo (Mohanty in sod., 
2014; Pandey in sod., 2011).  
 
Trombociti so z membrano obdani celični fragmenti, ki imajo pomembo funkcijo pri 
hemostazi, trombozi, obnovi in rasti tkiv, angiogenezi, celjenju ran ter imunskem odzivu 
(Budak in sod., 2016; Yun in sod., 2016). V fizioloških pogojih so ploščate oblike, ob 
spremenjenih pogojih pa se trombociti aktivirajo in postanejo kroglasti z izrastki. 
Aktivacijo sprožijo različni faktorji hemostaze in nekatere druge molekule (Yun in sod., 
2016). Trombociti izločajo preko 300 vrst proteinov in majhnih molekul, ki vplivajo na 
delovanje krvnega obtoka in imunskega sistema (Budak in sod., 2016). Funkcija 
trombocitov je tudi fagocitoza mikrobov in odmrlih celic ter endocitoza in transport 
različnih snovi (Banerjee in Whiteheart, 2017). 
 
V raziskovalni skupini prof. dr. Kralj-Igličeve in prof. ddr. Igliča se s proučevanjem 
vpliva različnih substanc na membrane (naravne in umetne) ukvarjajo že vsaj 20 let (Iglič, 
1997; Iglič in sod., 1998). V vseh letih raziskovanja je skupina pogosto ugotavljala, kako 
pomembna za uspešnost poteka raziskave je ustrezna predpriprava, najprej že priprava 
oseb/pacientov za odvzeme krvi (Štukelj in sod., 2014; Šuštar in sod., 2011a, 2011b), pa 
tudi sam način odvzem vzorca, od velikosti igle do hitrosti pretoka krvi (Štukelj in sod., 
2017).  
 
Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory Standards 
Institute – CLSI) kot vodilni svetovni inštitut za standarde laboratorijskega testiranja v 
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medicini, se v dveh standardih osredotoča na navodila in priporočila glede odvzema 
venozne krvi, vendar v nobenem od dokumentov ni podatkov o pripravi pacientov na 
odvzem z vidika teščosti, prehranjevalnih navad, kajenja, izogibanja stresu, kavi, 
alkoholu in podobno (Clinical …, 2008, 2017). WHO je leta 2010 izdal priporočila za 
odvzeme krvi, vendar tudi v tem dokumentu ni podatkov o pripravi pacientov na odvzem, 
je pa dokaj natančno opisan sam postopek odvzema, tako za venozni kot kapilarni 
odvzem, odvzem arterijske krvi ter odvzeme pri novorojenčkih (WHO, 2010). Oba 
standarda CLS inštituta zelo natančno opisujeta postopek odvzema, od identifikacije 
pacienta, položaja za odvzem, ocene pacienta in tveganja za odvzem, ustreznih epruvet, 
označevanja epruvet, možnih zapletov, transportiranja vzorcev itd. (Clinical …, 2008, 
2017). 
 
Kljub temu, da so krvne preiskave v klinični biokemiji prisotne že več desetletij, še vedno 
ni dovolj poznano, kakšen je potreben in primeren način predpriprave v smislu teščosti 
(Kackov in sod., 2013). Za določene preiskave mora biti pacient ob odvzemu krvi tešč 
(Emberson in sod., 2002; Šimundić in sod., 2014). Navodila oziroma priporočila 
pacientom, kaj točno to pomeni, so po državah različna glede na predviden krvni 
parameter oz. preiskavo. Večinoma to pomeni, da vsaj 8-12 ur pred odvzemom oseba ne 
sme uživati hrane in pijače; ponekod je dovoljeno pitje vode (Šimundić in sod., 2014). 
Vnos 300 ml vode 1 uro pred odvzemom po 12 urnem postenju rahlo spremeni določene 
vrednosti krvnih preiskav, vendar je predpostavljeno, da le-te niso klinično pomembne 
(Benozzi in sod., 2018).  
 
Tudi naša raziskovalna skupina je ugotavljala vpliv hidracije na krvno sliko. 26 zdravih 
posameznikov je kri darovalo dvakrat. Za oba odvzema so morali biti vsaj 12 ur tešči 
(brez vnosa hrane). Za prvi odvzem so morali v dnevu pred odvzemom vnos tekočine v 
24 urah povečati za 30 %, za drugi odvzem pa zmanjšati za 30 %. Naredili smo 
hemogramsko ter biokemično analizo krvi ter analizo urina. Ugotovili smo, da količina 
popite vode vpliva na količino natrijevih in kloridnih ionov v krvi, niso pa vplivale na 
ostale parametre hemogramske analize vzorcev. Pomembne razlike so se pokazale pri 
urinskih preiskavah (zmanjšanje temperature zamrzovanja, kalijevih ionov, kloridnih 
ionov, sečnine, kreatinina in urata) (Pađen in sod., 2018).  
 
Priporočeno je, da se preiskovanec vsaj 24 ur pred odvzemom vzdrži kajenja, 
odsvetovano je uživanje alkohola, večji fizični napor, stres, uživanje posebnih diet 
(visoko proteinske, visoko maščobne ipd.). Hujši fizični napor v telesu sproži reakcije z 
vnetnim odzivom; po obremenitvah so bile vrednosti vnetnih parametrov višje (Chaar in 
sod., 2011; Maruyama in sod., 2012). Analize krvnih parametrov se najpogosteje izvajajo 
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Če pacient redno jemlje zdravila, naj to stori po odvzemu. Čas odvzema je pomemben,  
saj vrednosti določenih krvnih parametrov normalno fiziološko nihajo preko dneva (TSH 
– hormon ščitnice, albumin, trigliceridi, glukoza, CRP – C reaktiven protein, kalcij, natrij, 
kalij, magnezij, ipd.) (Emberson in sod., 2002; Šimundić in sod., 2014). Izračuni 
referenčnih vrednosti so narejeni na podlagi jutranjih odvzemov (Emberson in sod., 
2002). Pacient naj pred odvzemom krvi miruje vsaj 15 minut in se sprosti. Za določene 
opazovane biokemične vrednosti (albumin, kalcij in natrij) ni bilo dokazanih statistično 
pomembnih razlik v vrednostih pri pacientih, ki so mirovali, in tistih, ki niso mirovali 
(Andersen in sod., 2015). Strah pred odvzemom lahko vpliva na rezultate. Položaj telesa 
pri odvzemu vpliva na vrednosti rezultatov preiskav. Vrednosti hemoglobina, 
hematokrita, albumina, kalcija, magnezija, proteinov, trigliceridov, glukoze, holesterola 
so se pomembno znižale pri odvzemu v stoje (pokončen položaj) (Lippi in sod., 2015), 
zato bi se moral položaj pacientov za odvzem krvi poenotiti.  
 
Laboratoriji klinične biokemije in laboratorijske biomedicine skušajo s standardizacijo 
postopkov, pripravo protokolov in smernic vplivati na zmanjševanje števila napak, 
odklonov oz. neželenih dogodkov, ki lahko predstavljajo veliko, celo življenjsko 
ogrožajoče, tveganje za varnost pacientov (Goswami in sod., 2010; Mäkitalo in Liikanen, 
2013; Naz in sod., 2012). Napake pomenijo ali ponovno izpostavitev pacienta samemu 
odvzemu (ponovno zbadanje in podaljšan čas do rezultatov) ali pa še huje, napake pri 
interpretaciji rezultatov ter napake pri odločitvah glede nadaljnjih korakov zdravljenja. V 
primeru ex vivo raziskav s človeško krvjo, kot je to v primeru naše raziskave, napake 
nimajo neposrednega vpliva na zdravje posameznikov, vplivajo pa na rezultate in potek 
raziskave. 
 
Teoretične študije membranskih struktur temeljijo tudi na preučevanju umetnih lipidnih 
mehurčkov različnih velikosti, ki predstavljajo najenostavnejši model biološke 
membrane. Pripravljeni so lahko iz naravnih ali umetnih lipidov. Študije lipidnih 
mehurčkov pripomorejo k razumevanju formacije membrane, dinamike lipidov, urejanja 
lipidov, formacije mehurčkov, preučevanja integriranih proteinov (Walde in sod., 2010), 
medsebojnih interakcij (adhezije, agregacije) (Mareš in sod., 2008). Uporabljamo jih tudi 
za preučevanje elastičnih lastnosti lipidov (Genova in sod., 2012) in za proučevanje 
prepustnosti membran (Peterlin in sod., 2012; Peterlin in sod., 2009b). Umetni lipidni 
mehurčki so primerni sistemi za preučevanje vpliva različnih učinkovin na membrane 
(Peterlin in sod., 2009a). Ker nas zanimajo vplivi delcev črnega ogljika, je bilo smiselno, 
da smo jih v ta namen proučevanja tudi uporabili.  
 
V okviru doktorske disertacije smo v ex vivo pogojih ugotavljali vplive nanomateriala 
črnega ogljika na membrane krvnih celic in spremembe, ki se pokažejo v različnih 
časovnih intervalih opazovanega vzorca na morfologijo posameznih vrst krvnih celic, kot 
tudi na njihovo število. Enako smo v ex vivo eksperimentu odvzeto kri inkubirali z delci 
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črnega ogljika in ugotavljali vpliv na vrednosti parametrov kompletne krvne slike - 
hemograma. V tej raziskavi smo ugotavljali tudi vplive nanomateriala črnega ogljika na 
orjaške lipidne mehurčke.  
 
Zastavili smo si naslednje cilje: 
  
1. ugotoviti, ali krvi dodan nanomaterial črnega ogljika povzroči spremembo oblik 
eritrocitov in trombocitov; 
2. ugotoviti, ali krvi dodan nanomaterial črnega ogljika povzroči spremembe na 
populacijah levkocitov ter drugih parametrih krvnih celic, kot se ugotavlja ob 
hemogramskih analizah glede na kontrolne vzorce; 
3. ugotoviti, ali umetnim lipidnim mehurčkom dodan nanomaterial črnega ogljika 
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2 PREGLED OBJAV 
Naša raziskava se je usmerila v raziskovanje vpliva NM CB na membrane krvnih celic in 
OUFM. Narejen je pregled nekaterih objav vplivov različnih nanomaterialov na celice in 
umetne membrane – lipidne mehurčke. Pregledamo in primerjamo tudi v doktorski 
sisertaciji uporabljene metode za opazovanje in analiziranje struktur v mikro in nano 
velikostnem redu.  
 
2.1 CELIČNA MEMBRANA 
Glavni gradnik zunanje celične membrane so lipidi, zato raziskovalci poglobljeno 
proučujejo kakšna je geometrija posamezne lipidne molekule, kako se molekule obnašajo 
v vodnem okolju in kateri so dejavniki, ki vplivajo na strukturo. Geometrija molekule, 
velikost hidrofilne glave, dolžina in število hidrofobnih repov so dejavniki, ki v prvi meri 
vplivajo na organizacijo oziroma urejenost molekul. Dodatni zunanji dejavniki, ki 
vplivajo na organizacijsko strukturo lipidov so še temperatura, tlak, pH, količina vode, 
dodatki olj oziroma drugih hidrofobnih molekul, hidrofilne molekule ter proteini in drugi 
amfifili (Kulkarni, 2012). Samoorientirane lipidne nanostrukture tvorijo enake oblike, kot 
jih najdemo v celičnih membranah posameznih celičnih struktur – endoplazmatski 
retikulum, Golgijev aparat ipd. (Kulkarni in sod., 2010; Kulkarni, 2012). Debelina celične 
membrane je med 5 in 10 nm.  
 
Drug pomemben sestavni del zunanje celične membrane so proteini, ki sodelujejo pri 
ohranjanju oziroma spreminjanju strukture in oblike celice, komunikaciji med celicami, 
ter transportu snovi (aktivnem in pasivnem). Pomembni so pri prepoznavi celic (kot 
markerji) in služijo kot receptorji za hormone in druge molekule (Betz in sod., 2007; 
Kralj-Iglič, 2012; Iglič in sod., 2007; Owen in sod., 2009). Dosedanje raziskave kažejo, 
da je interakcija med membranskimi sestavinami in tudi interakcija membrane s snovmi, 
ki se celici približajo iz zunanje raztopine, povezana z lokalno ukrivljenostjo membrane. 
Zunanje celične membrane tvorijo nanocevke, preko katerih poteka komunikacija med 
celicami (Austefjord in sod., 2014; Kabaso in sod., 2012; Rustom in sod., 2004).  
 
2.2 SPREMEMBA OBLIKE IZBRANIH CELIC, KOT ODRAZ INTERAKCIJ 
MATERIALOV Z MEMBRANO 
V nadaljevanju predstavljamo krvne celice (eritrocite, levkocite in trombocite), 
opazovane in slikane v normalnih oblikah, kot tudi najpogostejše spremembe v oblikah 
zunanje membrane.  
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Eritrociti so najštevilčnejše krvne celice z življenjsko dobo 120 dni, katerih glavna naloga 
je transport kisika do tkiv ter ogljikovega dioksida do pljuč. Velikost eritrocitov je med 6 
in 8 µm, njihova normalna oblika v fizioloških pogojih je bikonkavna diskocitna (Slika 
1) (Rudenko, 2010). Eritrociti fiziološko prilagodijo obliko (sploščena, podolgovata) v 
času pasaže skozi kapilare, katerih notranji premer je med 5 in10 µm. V patofizioloških 
pogojih se celice na spremembe odzovejo s spremembo oblike. Za eritrocite sta 
najpogosteje opisani ehinocitna - ježasta (Slika 2) in stomatocitna - skodeličasta (Slika 3) 
oblika, ki sta pogosto opisovani tudi v ex vivo eksperimentih (Drašler in sod., 2014; 
Šimundič in sod., 2013). Redkeje se, predvsem v krvnih razmazih, pojavi sferocitna, 
eliptocitna, akanocitna, shizocitna, kodocitna ali dakriocitna oblika (Berce in sod., 2012; 
Das in sod., 2013; Slokar in sod., 2015), ki se opisuje pri določenih bolezenskih stanjih, 
npr. pri anemiji (Das in sod., 2013), hiperglikemiji in hiperholesterolemiji (Babu, 2009).  
 
Spremembo oblike eritrocitov opažajo tudi v vzorcih, katerim se spreminja temperatura, 
pH, topilo, katerim se dodajajo kationski ali anionski amfifilni reagenti ali druge vrste 
materialov. Enako sta tudi v teh primerih najpogosteje opaženi ehinocitna in stomatocitna 
oblika (Almizraq in sod., 2013; Asharani in sod., 2010; Drašler in sod., 2014; Iglič, 1997; 
Pajnič in sod., 2015; Smrkolj, 2000; Šimundić in sod., 2013).  
 
Možnost spreminjanja oblike celice je značilna tudi za trombocite in levkocite. 
Trombociti so v mirovanju diskoidne oblike (Slika 4), ob aktivaciji pa nabrekajo in 
dobivajo izrastke (Krek in sod., 2015; Vieira-de-Abreu in sod., 2012; Yun in sod., 2016) 
(Slika 5). Aktivacijo trombocitov in vivo sproži kaskadna reakcija koagulacije. 
 
Slika 6 prikazuje populacijo levkocitov, ki so značilne kroglaste oblike z izrastki. Kot je 
razvidno iz Slike 7, pa lahko pri opazovanju krvnih celic opazujemo tudi nekatere druge 
pojave, kot je zlepljanje eritrocitov v nize – verižice (angl. rouleaux). 
 
Fotografije 1A, 2A, 4, 5 in 6 so del neobjavljenih rezultatov raziskovalne skupine prof. 
Kralj-Igličeve iz leta 2014 in so vključene z dovoljenjem avtorjev Šuštarja in sodelavcev.   
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Slika 1: Eritrociti diskocitne oblike  
Slika 1A je bila narejena z vrstičnim elektronskim mikroskopom (foto: Šuštar V., 2014), slika 1B z optičnim 
mikroskopom.  
Figure 1: Erythrocytes of discocytic shape  
Figure 1A was taken by scanning electron microscope (SEM) (photo: Šuštar V., 2014) and 1B by optical 
microscope.  
 
   
Slika 2: Eritrociti ehinocitne oblike  
Slika 2A je bila narejena z vrstičnim elektronskim mikroskopom (foto: Šuštar V., 2014), slika 2B z optičnim 
mikroskopom.   
Figure 2: Erythrocytes of echinocytic shape  
Figure 2A was taken by SEM (photo: Šuštar V., 2014) and 2B by optical microscope. 
10 µm 10 µm 
B 
10 µm 10 µm 
A B 
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Slika 3: Eritrociti stomatocitne oblike, slikani z optičnim mikroskopom 
Figure 3: Erythrocytes of stomatocytic shape observed by optical microscope 
 
  
Slika 4: Trombociti v mirovanju in eritrocit (foto: Šuštar V., 2014) 
Z belo puščico je označen eritrocit, okrog katerega so številni trombociti - slikano z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom. 
Figure 4: Resting platelets and an erythrocyte (photo: Šuštar V., 2014) 
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Slika 5: Aktivirani trombociti, slikani z vrstičnim elektronskim mikroskopom (foto: Šuštar V., 2014) 
Figure 5: Activated platelets observed by SEM (photo: Šuštar V., 2014) 
 
 
Slika 6: Populacija levkocitov - slikano z vrstičnim elektronskim mikroskopom (foto: Šuštar V., 2014)  
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Slika 7: Opazovanje zlepljanja eritrocitov v verižice.  
Figure 7: Observing the effect of coalescence of erythrocytes into a rouleaux.  
 
2.3 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA OBLIKO KRVNIH 
CELIC 
Zaradi razširjenosti uporabe različnih NM se povečuje tudi število raziskav, ki opazujejo 
in preučujejo vplive dodanih NM na različne vrste celic oziroma celičnih kultur ter tkiv, 
organizmov, ljudi in živali. Dandanes se umetno proizvedeni NM širijo v mnoge panoge: 
kmetijstvo, živinoreja, tekstilna industrija, prehrambna industrija, elektronika, mehanika, 
medicina in drugo. Pri proizvodnji NM igrajo temperatura, pritisk, čas in pH raztopine 
pomembno vlogo pri obliki in morfoloških značilnostih proizvedenega NM, kar vpliva 
na fizikalno-kemične lastnosti NM (Khan in sod., 2017).  
 
Na celičnem nivoju raziskav študije najpogosteje vrednotijo toksične vplive (cito- in 
genotoksičnost), kot tudi druge funkcionalne/biokemične spremembe v delovanju celic:  
 razlike v številu, koncentraciji, obliki, kakovosti opazovanih celic; 
 povzročitev oksidativnega stresa; 
 razpad celic – liza; 
 izločanje toksinov in drugih elementov; 
 internalizacija in translokacija dodanih substanc (Chen in Gao, 2017; Cheng in 
sod., 2009; Khan in sod., 2017; Mao in sod., 2013; Pajnič in sod., 2015; Pandey 
in Prajapati, 2018; Shang in sod., 2014; Yan in sod., 2017). 
10 µm 
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V raziskovanju vpliva in uporabnosti NM je potrebno spoštovati etične in zakonodajne 
predpise v vseh fazah, od proizvodnje do testiranja in aplikacije. Vendar, kot opozarjajo 
Hofmann-Amtenbrink in sod. (2015), je potrebno pri aplikaciji NM v medicini proučiti 
ne le toksičnost in varnost NM, ampak tudi tveganja in druge vidike varne uporabe. In 
vitro ter ex vivo testiranja podajo sicer pomembne informacije o morebitnih toksičnih 
vplivih na celice, žal pa ne prikažejo sistemskega učinka (Hofmann-Amtenbrink in sod., 
2015). Mnogo NM je testiranih le na eni ali na nekaj celičnih linijah, z uporabo različnih 
doz in časov inkubacije. Zato se postavlja vprašanje o dejanskem učinku, kot tudi vplivu 
na druge celične linije. Sekundarne celične linije so lahko tudi kontaminirane (Perkel, 
2011). In vivo testiranja na živalih so lahko etično sporna, kot tudi rezultatsko zavajajoča, 
saj so lahko vplivi istih NM na različnih živalskih vrstah zelo različni (Cao in sod., 2014; 
Figarol in sod., 2015; Li in sod., 2018; Valberg in Watson, 1996).  
 
V Preglednici 1 predstavljamo raziskave, ki so preučevale vpliv NM CB na morfološke 
spremembe preiskovanih vrst humanih celic. Kriteriji za izbor raziskav so zahtevali, da 
je bil uporabljen material CB in da so bili opazovani tudi morfološki vplivi na celice. V 
štirih raziskavah so uporabili celične linije žilnega endotelija (Cao in sod., 2014; Pink in 
sod., 2014; Vesterdal in sod., 2012; Yan in sod., 2017), v dveh makrofage (Cao in sod., 
2014; Hiraku in sod., 2017), v preostalih pa pljučno epitelijsko karcinomsko celično linijo 
(Hiraku in sod., 2017), renalne celice (L’Azou in sod., 2008), monocite (Cao in sod., 
2014), keranocite (Horie in sod., 2014), bronhialne epitelijske celice (Hussain in sod., 
2010) ter krvne celice (Pajnič in sod., 2015). Večina raziskav je celice in celične linije 
inkubirala z NM v koncentracijah do 100 µg/ml ter v do 24 ur trajajočih časovnih 
intervalih. Premer primarnih delcev uporabljenih v pregledanih raziskavah je bil med 13 
in 95 nm. Naša raziskava (Pajnič in sod., 2015) je ugotavljala izključno vpliv na zunanjo 
celično membrano, ostale pa so preučevale predvsem biokemične oziroma funkcionalne 
spremembe na celicah. Pri štirih raziskavah se je pri celicah z dodanimi NM ugotovila 
povečana produkcija reaktivnih kisikovih spojin (Cao in sod., 2014; Hussain in sod., 
2010; L’Azou in sod., 2008; Vesterdal in sod., 2012), ki sicer normalno nastajajo v 
mitohondrijih, pri povečani produkciji pa so lahko povzročitelji oksidativnega stresa. V 
treh raziskavah so dokazali prisotnost NM v znotrajceličnih veziklih (Hiraku in sod., 
2017; L’Azou in sod., 2008; Yan in sod., 2017). 
 
Iz pregledanih raziskav ugotavljamo, da pri in vitro raziskavah celicam dodani 
nanomateriali pogosto povzročajo morfološke vplive na celice, kar opazujemo kot 
spremembe oblike celic, druge spremembe na membranah (brstenje), internalizacijo, 
fagocitozo in apoptozo.   
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Preglednica 1: Primerjava raziskav, ki so in vitro ugotavljale morfološki vpliv nanomateriala črnega ogljika na celične membrane  
Table 1: The comparison of studies, where morphology effect of carbon black nanomaterial on cell membranes was observed in vitro  









Metode in  






mesangialne celice (IP 





CB (3 velikosti) in 
titanijev dioksid (TiO2) 
(2 velikosti); 
1, 5, 10 in 40, 
60, 100 in 160 
µg/cm2; 




CB 13, 21 in 95 
nm, TiO2 15 in 
50 nm; 
4,6 in 24 ur 
 
Ni podatka o 
temperaturi 
TEM, svetlobna mikroskopija; 
 
oblika, velikost in prožnost celic; 
opazovanje vezikulacije; 
 
NM je povzročili množico celičnih 
odzivov. Najmanjši delci so bili najbolj 
citotoksični. Pri dozi 40 µg/cm2 so zaznali 
spremembe v obliki (skrčenje) in 
prožnosti celic. Z imunofluorescentno 
mikroskopijo ter TEM so dokazali 
prisotnost NM v citoplazmi in tudi v 






celična linija in 
primarne celice); 
 
CB in TiO2; 
10-40 µg/cm2, 
večinoma 20 
µg/cm2 = 108 
µg/ml; 
 
CB 13 nm, TiO2 
15 nm; 
30 minut do 24 
ur; 
 
ni podatka o 
temperaturi; 
TEM, fluorescentna in svetlobna 
mikroskopija, pretočma citometrija; 
 
morfološke spremembe;    
Oba NM sta že po 30 minutah povzročila 
pomembno zmanjšanje velikosti celic in 
druge morfološke vplive, značilne za 
apoptozo (napihovanje membrane, 
periferna kondenzacija kromatina, 













CB 14 nm; 
 
 
med 1 in 24 ur 
na 37 °C; 
TEM, svetlobna mikroskopija; 
 
zajemanje delcev; 
Dokazano je zajemanje aglomeratov CB. 
Aglomerat se nahaja v citoplazmi. Z 
mikroskopijo ni opaziti drugih sprememb 
na celici. V tej razsikavi sicer z drugimi 
metodami dokažejo poškodbe zunanje 
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Metode in  
opazovani vpliv na celice 
Rezultati 
Cao in 
sod., 2014  
humane endotelne 
celice iz umbilikalne 
vene (HUVECs), 




od 0.25 ng/ml 





CB 14 nm; 




formacija maščobnih mehurčkov 
znotraj celic; 
V makrofagih je bilo povečano nalaganje 








0.1, 1, 10, 100, 
500 in 1000 
ng/ml; 
 
CB 14 nm; 






pregled morfoloških sprememb na 
citoskeletu; 
Pri izpostavljenih celicah je prišlo do 








0.05, 0.5 in 1 
mg/ml; 
 
CB 13 nm, 
ZnO <50 nm; 
1, 3 in 24 ur na 
sobni 
temperaturi; 
SEM, svetlobna mikroskopija, pretočna 
citometrija; 
 
spremembe na zunanji celični 
membrani in vpliv na standardne 
parametre krvnih preiskav; 
Tudi po 24 urni inkubaciji CB ni vplival 
na spremembe celične membrane 
eritrocitov in trombocitov (lokalno in 
globalno). Opazili smo interakcije z 
membrano. CB tvori aglomerate, ki bi 
lahko povzročili zapore kapilar.  
ZnO je povzročil največje spremembe na 
trombocitih (izrastke in nabrekanje) že po 
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Metode in  













CB 60 nm; 
0, 30, 60, 90, 
120 in 150 
minut, 24 ur na 
37 °C; 
TEM, laserski konfokalni mikroskop, 
fluorescenčni spektrofotometer; 
 
zajemanje delcev, celovitost 
membrane; 
 
CB je pri najvišji dozi statistično 
pomembno zmanjšal prožnost in celovitost 
celične membrane. Že najmanjša doza je 
pomembno vplivala na žive celice, več je 
bilo apoptotičnih celic pri vseh dozah, pri 
najvišji je bilo povečanje statistično 
pomembno. CB je bil najden v 




mišji makrofagi (RAW 




CB (2 velikosti). 





CB 56 in 95 nm. 
4-24 ur na 37°C; TEM, fluorescentna mikroskopija, 
pretočna citometrija; 
 
sprememba oblike celic, zajemanje 
delcev. 
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2.4 VPLIV NEKATERIH DRUGIH NANOMATERIALOV NA KRVNE CELICE 
Opazovani vpliv NM na biofizikalne lastnosti bioloških membran predstavlja le en vidik 
vpliva nanomaterialov na celice. Nekatere druge študije poročajo o funkcionalnih 
spremembah na krvnih celicah kot posledicah vpliva dodanih nanomaterialov.  
 
Grafenov oksid in grafen, dva ogljikova nanomateriala, sta povzročila pokanje eritrocitov 
(hemolizo); citotoksičnost obeh nanomaterialov je bila odvisna od velikosti ogljikovih 
nanodelcev oziroma njihovih agregatov, sestave, zunanjega naboja oziroma površinske 
napetosti ter prisotnosti kisika (Liao in sod., 2011).  
 
Eritrocitom dodani nanodelci srebra so sprožili hemolizo in hemaglutinacijo, poškodbo 
membrane, kar po standardnem razumevanju pomeni, da je ta NM toksičen (cito- in 
genotoksičen). Poškodbe zunanje celične membrane bi lahko bile vzrok za hemolizo, 
ugotovljeno z metodo peroksidacije lipidov. V isti študiji so eritrocite inkubirali tudi z 
zlatimi in platinastimi nanodelci, ki so se izkazali za hemokompatibilne in niso povzročili 
negativnih vplivov na opazovane biokemične lastnosti (Asharani in sod., 2010).  
 
S polietilen glikolom (PEG) prevlečeni zlati nanodelci se pogosto uporabljajo kot nano-
nosilci za zdravila. V predstavljeni študiji so ugotavljali vpliv s PEG prevlečenih zlatih 
nanodelcev na eritrocite. Ugotovljeno je bilo, da ti delci pomembno vplivajo na nekatere 
biokemične funkcije eritrocitov (prožnost membrane, možnost vezave kisika na 
hemoglobin), niso pa povzročili hemolize. Jakost vpliva je bila odvisna od velikosti 
nanodelcev ter časa inkubacije; s PEG prevlečeni zlati nanodelci povzročijo zmanjšano 
prožnost zunanje membrane eritrocitov, zmanjšano možnost vezave kisika na hemoglobin 
in skrajšajo življenjsko dobo celic (He in sod., 2014). 
 
NM v organizmu lahko sprožijo specifičen imunski odziv, pirogeni učinek, zato je pri 
testiranju NM za uporabo v medicini pomembno ugotoviti pirogeni učinek zdravil in 
drugih substanc s specifičnimi testi (Hasiwa in sod., 2013; Schindler in sod., 2009).  
 
Pri analizi potencialnega proti-trombogenega vpliva eksogeno dodane substance krvnim 
vzorcem bi morali hkrati upoštevati še iz krvi izolirane ekstracelularne vezikle (Božič, 
2018; Schara in sod., 2009). Ekstracelularni vezikli so z membrano obdani fragmenti 
celične membrane, ki jih celice vseh vrst sproščajo v svojo okolico tako in vitro kot tudi 
in vivo (Diamant in sod., 2004; Kalra in sod., 2012; Šuštar in sod., 2011a, 2011b), 
odražajo sestavo materinske celice, postanejo bolj ali manj prosto gibljivi in potujejo s 
telesnimi tekočinami do oddaljenih celic, kjer z njimi interagirajo. Tako predstavljajo 
transportni in komunikacijski mehanizem, ki povezuje celoten organizem (Kralj-Iglič, 
2012; Yáñez-Mó in sod., 2015). Trombocitni vezikli so pomembni pri mehanizmu 
hemostaze (Benedik Dolničar in sod., 2016). 
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2.5 RAZISKAVE Z LIPIDNIMI MEHURČKI  
Umetne lipidne mehurčke poimenujejo tudi umetne celice ali modelne celične membrane 
(Hu in sod., 2018; Jiang in sod., 2017; Zhou in sod., 2016), saj so se izkazali kot primeren 
sistem za preučevanje lastnosti celičnih membran. Predmet zanimanja so predvsem 
stabilnost in propustnost mehurčkov, dovzetnost za spremembe pogojev (medija, 
temperature, pH, dodanih nanomaterialov ipd.) in možnost za prilagoditve na 
spremenjene pogoje (Boroske in sod., 1981; Käs in Sackmann, 1991; Lipowsky, 2014; 
Seifert in sod., 1991). V modelnem sistemu simulirajo normalne biokemične procese ali  
pa povzročijo spremembe v delovanju celic/mehurčkov in njihov propad/ razpad.  
 
Tudi pri raziskovanju vpliva dodanih NM na lipidne mehurčke potekajo raziskave v 
različnih smereh. Raziskave ugotavljajo možne negativne, toksične učinke biofizikalnih 
in biokemičnih lastnosti nanomateriala na mehurčke, kar je v primeru nanosrebra želeni 
učinek na bakterijske celice z vidika možne antibiotične uporabe (Hu in sod., 2018), v 
primeru nanozlata in nanosrebra pa na karcinomske celice (Bhat in sod., 2018). 
Proučujejo testiranje novih nanomaterialov glede njihove primernosti oziroma možnosti 
uporabe v različnih panogah, kot na primer ogljikovih nanocevk (Jiang in sod., 2017), 
silicijevega dioksida oziroma silikona (Strobl in sod., 2014; Wei in sod., 2015), oksidnih 
nanodelcev (feritnih, titanijevih, aluminijevih, cinkovih, silicijevih) (Wei in sod., 2017), 
in testiranje poznanih in pogosto prisotnih NM na mehurčke, kot na primer (ultra) finih 
prašnih delcev (Zhou in sod., 2016). Biokemične in biofizikalne lastnosti membran ter 
njihovo delovanje pozitivno izkoriščajo v biomedicini in farmakologiji za izdelavo 
nosilcev tarčnih zdravil ter v radiologiji kot sredstva za kontrastno slikanje (Smith in sod., 
2018; Zhang in sod., 2017;  Zhang in sod., 2016).  
 
2.6 PREDSTAVITEV METOD ZA OPAZOVANJE IN KARAKTERIZACIJO 
MEMBRANSKIH NANOSTRUKTUR, UPORABLJENIH V DOKTORSKI 
DISERTACIJI 
V literaturi najdemo opisane različne metode za opazovanje membranskih nanostruktur 
in za določanje njihovih lastnosti. Pogosto so to različne vrste mikroskopij (vrstična 
elektronska mikroskopija, presevna elektronska mikroskopija, mikroskopija na atomsko 
silo) ter pretočna citometrija. Spremembe na zunanji celični membrani (brstenje 
membrane, tvorba nanocevk in mikroveziklov) so premajhne, da bi jih lahko opazovali 
pod optičnim/svetlobnim mikroskopom. S pomočjo svetlobnega mikroskopa smo 
opazovali spremembe oblik eritocitov, predvsem ehinocitozo. Proces brstenja in 
vezikulacije membrane lahko direktno opazujemo na umetnih membranah, na sistemu 
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V Preglednici 2 so predstavljene v doktorski disertaciji uporabljene metode za opazovanje 
nanostruktur in sprememb na celicah. V raziskavah z uporabo NM je potrebno določiti 
lastnosti primarnega materiala v eksperimentalih pogojih. V tej raziskavi smo kot topilo 
za delo s celicami uporabljali fosfatni pufer s soljo (PBS) ter glukozo za delo z OUFM.  
 
Vrstična elektronska mikroskopija je zelo pogosto uporabljena metoda opazovanja NM, 
mikro delcev in celic. Velika prednost te metode je, da so slike nano in mikro struktur 
visoko ločljive in nam omogočajo dober pregled zunanjosti opazovanega materiala 
(ehinocitoza, ipd.). Slabost SEM je zahtevna in dolgotrajna fiksacija vzorca, možnost 
poškodbe vzorca in dejstvo, da dobimo vpogled le v zunanjost strukture (kot visoko 
ločljive fotografije) (Cortadellas in sod., 2012; Voutou in sod., 2008). V naši raziskavi je 
bila metoda SEM uporabljena, ker ustrezno prikaže spremembe oblike celic, kar je bil cilj 
raziskave.  
 
Pretočni citometer je naprava, ki je bila razvita za celične analize. Prikaže število in vrsto 
celic v vzorcu glede na njihove notranje in/ali zunanje celične parametre s pomočjo 
sipanja svetlobnih in fluorescentnih signalov (Díaz in sod., 2010; Shankey, 2012). 
Osnovni deli aparature so lijak, cev, hidravlični tekočinski sistem, vir svetlobe, nekaj 
optičnih filtrov, skupina fotodiod ali fotoelektrični detektor ter enota za zbiranje podatkov 
(Díaz in sod., 2010; Veal in sod., 2000). Svetloba se sipa na delcih, ki vstopajo v cev 
posamično, kar merilni instrument zazna kot prekinitev oziroma spremembo lomnega 
kota. Delci so lahko predhodno označeni s fluorescenčnimi označevalci, zato je možno, 
da v posameznem vzorcu citometer zaznava in šteje več različnih vrst označevalcev 
oziroma delcev (Hema Sagar in sod., 2010; Manti in sod., 2012; O’Donnell in sod., 2013; 
Shankey, 2012).  
 
Pretočni citometer se uporablja tudi za določanje števila in izvora celic ali delov celic v 
preparatih (Veal in sod., 2000). Metode označevanja celic temeljijo na analizi vezave 
molekul, ki vsebujejo fluorescenčne označevalce na površini (Diamant in sod., 2004), 
na analizi vsebnosti proteinov (Prokopi in sod., 2009) in na analizi vsebnosti nukleinskih 
kislin (Mestdagh in sod., 2008).  
 
Po pregledu izbranih metod ugotavljamo, da je za opazovanje zunanjih membran krvnih 
celic najboljša metoda SEM, saj odlično prikaže posamezne krvne celice, spremembe v 
njihovih oblikah ter tudi dodane delce, zato je bila v naši raziskavi metoda izbora. 
Svetlobno mikroskopijo smo uporabli za prvi pregled vzorcev ter za analizo sprememb 
oblik eritrocitov.   
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2.7 PREDSTAVITEV METOD ZA KARAKTERIZACIJO NANOMATERIALA 
UPORABLJENEGA V DOKTORSKI DISERTACIJI   
V doktorski disertaciji smo uporabili tri metode za določanje fizikalno-kemijskih lastnosti 
NM TEM, dinamično sipanje svetlobe ter meritev zeta (ζ) potenciala. Vse metode so 
predstavljene v Preglednici 2. 
 
Pogosta metoda opazovanja nanostruktur je presevna elektronska mikroskopija, ki 
izvrstno prikaže notranje strukture celic, vendar mora biti vzorec ustrezno pripravljen na 
ultra tanke rezine in po potrebi dodatno impregniran s solmi težkih kovin za boljšo 
vidljivost (Harris, 2015; Voutou in sod., 2008). Zgodovinsko gledano se je od leta 1931 
najprej razvijala presevna elektronska mikroskopija, ki po principu delovanja spominja 
na svetlobno s to razliko, da namesto svetlobe uporablja elektrone. Vrstično mikroskopijo 
razvijejo leta 1942, vendar prve dostopne naprave pridejo na trg šele leta 1965 (Voutou 
in sod., 2008). V raziskavi smo TEM uporabili za pregled suspenzije NM.  
 
Dinamično sipanje svetlobe (DLS – dynamic light scattering) ali fotonska korelacijska 
spektroskopija je metoda, s katero se ugotavlja porazdelitev in velikost nanodelcev, 
polimerov, proteinov, makromolekul v suspenzijah, raztopinah ali emulzijah. Pri tej 
metodi velikost in porazdelitev delcev v vzorcu določamo z merjenjem difuzijskih 
koeficientov delcev, ki jih določimo iz izmerjenih kolebanj v intenziteti sipane svetlobe 
primarnega laserskega žarka v odvisnosti od časa. Fenomen sipanja se zaznava na delcih, 
ki imajo podoben ali manjši premer od valovne dolžine svetlobe in ki so polarizirani glede 
na električno polje vpadnega žarka (Božič, 2018). Velikost se izračuna iz difuzijskega 
koeficienta kot hidrodinamski radij delcev na podlagi Stokes-Einsteinove teorije 
Brownovega gibanja delcev (Stetefeld in sod., 2016) z upoštevanjem valovne dolžine 
vpadne svetlobe. Manjši delci se gibljejo hitreje kot večji, imajo večji difuzijski koeficient 
in manjši hidrodinamski radij. Pri tem je pomembna temperatura (pogosto višja 
temperatura pomeni hitrejše gibanje delcev), viskoznost tekočine, električni naboj in 
seveda velikost delcev (Brar in Verma, 2011). Čeprav naj bi aparature izvajale meritve 
velikosti delcev tudi pri koncentracijah do 40 %, se priporočajo nižje koncentracije 
oziroma razredčeni vzorci, da se zagotovi pogoje za natančnejše meritve (Farrell in 
Brousseau, 2014; Schärtl, 2007). Prednost metode DLS je hitrost meritev in analize, razen 
tega je relativno preprosta in cenovno sprejemljiva in v času analize se vzorec (delci, 
molekule) ne poškoduje (Brar in Verma, 2011).  
 
Meritev zeta (ζ) potenciala je pomembna za preučevanje in napovedovanje stabilnosti 
koloidov in površinske morfologije delcev, kar je oboje sicer močno odvisno od 
površinskega naboja delcev (Skoglund in sod., 2017; Xu in sod., 2007). Meritev zeta 
potenciala se uporablja za ocenjevanje vpliva suspenzije in njenih gradnikov na 
nanodelce, predvsem na aglomeracijo, sedimentacijo in interakcije (Hunter, 1994; Lu in 
Gao, 2010). Poznani so štirje načini izvedbe meritev za oceno razlike v potencialu med 
  
Pajnič, M. Vpliv nanomateriala črnega ogljika na membrane krvnih celic. 




nabitim delcem in topilom. Pri metodah a) mikroelektroforeze ter b) elektroozmoze 
vzorec izpostavijo električnemu polju, ki povzroči gibanje delcev, pri metodah c) 
pretočnega in strujnega potenciala, ki je nasprotje elektroozmoze, ter d) 
sedimentacijskega potenciala, ki je nasprotje elektroforeze, pa je električni potencial 
posledica mehanskih sil (gravitacijskih, sedimentacijskih) (Fairhurst in Lee, 2011; 
Salopek in sod., 1992). Ne glede na izvedbo načina meritve bi morale biti vrednosti zeta 
potenciala enake (Fairhurst in Lee, 2011). Večja vrednost zeta potenciala (pozitivna ali 
negativna) pomeni, da je koloidna suspenzija stabilna: delci so enako nabiti ter dovolj 
vsaksebi, da zelo verjetno ne bo prišlo do agregacije. Vrednosti med -5 mV in +5 mV 
nakazujejo močno težnjo po hitri aglomeraciji nanodelcev v suspenziji, medtem ko 
vrednosti nad -41 mV in +41 mV pomenijo dobro, nad -61 mV in +61 mV pa zelo dobro 
stabilnost suspenzije (Salopek in sod., 1992). Pomemben vpliv na vrednost zeta 
potenciala imata pH in temperatura raztopine (Vinogradov in sod., 2018), kot tudi 
lastnosti uporabljenega topila (Xu in sod., 2007), na primer vrsta, naboj in koncentracija 
dodanih enostavnih elektrolitov. Meritve zeta potenciala NM CB pokažejo, da so 
pomembne razlike v vrednostih glede na velikost delcev in pH tekočine; večja stabilnost 
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Preglednica 2: Primerjava uporabljenih metod opazovanja nanostruktur 
Table 2: The comparison of used methods for observing nanostructures 
Metoda  Karakteristike Ločljivost  Uporabne zmožnosti  Splošne pripombe 
optična/svetlobna 
mikroskopija; 
različni tipi glede na vir 
svetlobe (flourescenčna, 
laserska, fazno kontrastna 
idr.); 
 
med 200 nm in 
100 µm; 
- omogoča opazovanje živih celic; 
- pri flouorescenčni se prikažejo razlike med 
organeli, živimi in mrtvimi celicami ipd.; 
- slike so lahko barvne (odvisno od 








vakuum v notranjosti 
mikroskopa (~10-7 Pa);  
 
~ 1 nm; - opazovana je površina vzorca in kompozicija 
(učinek odboja elektronov); 
- 3-D slika vzorca; 
- visoka ločljivost in velika globinska ostrina;  
- prikaz vzorca po delih/segmentih; 
- debelina preparata ni pomembna; 
 
- zahteven in dolgotrajen proces 
priprave vzorca (fiksiranje); 
- ločljivost odvisna od obstojnosti 
vzorca; 








transmisijski elektroni;  
ultra visoki vakuum ter visoka 
napetost (do 3 MV) v 
notranjosti mikroskopa; 
različno sipanje elektronov na 
atomih različnih atomskih 
števil; 
 
~ 0,1 nm, realno 
1 nm; 
- omogoča opazovanje notranjosti oziroma pod 
površjem vzorca; 
- dvo-dimenzionalna slika vzorca 
(monokromatska slika); 
- prikaz vzorca kot celote; 
- prikaz organelov; 
- preparat mora biti zelo tanek (30-
100 nm) in kontrasten; 
- impregnacija ultratankih rezin s 
solmi težkih kovin; 
- možnost poškodbe vzorca; 
- težko razlikovanje artefaktov in 
dejanskih sprememb; 
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- laserji (argon, kripton, ipd) 
ali optični sistem luči 
(merkurijeva ali xenon), 
svetloba definirane valovne 
dolžine; 
- različno sipanje svetlobe 
omogoči razlikovanje 
posameznih celic; dodatno 
razlikovanje se doseže z 
fluorescenčnimi detektorji; 
- od 2.000 do 20.000 
delcev/sek; 
 
250 nm – 100 
µm; 
- odlična metoda za hitro štetje večjega števila 
delcev v nekem vzorcu; 
- omogoča pregled morfoloških in 
funkcionalnih lastnosti celic in celičnih 
delov; 
- vzorec je lahko homogen (isti delci) ali 
nehomogen; 
- nehomogene vzorce se lahko označuje/barva 
(s protitelesi, fluorokromi ipd.); 
- prepoznava delcev glede na velikost ali v 
primeru barvanja glede na lomni kot 
svetlobe; 
- potrebna primerna predhodna 
priprava vzorca (ustrezna gostota 
vzorca, suspenzija); 
- po potrebi potrebno označevanje 
delcev; 
- gost vzorec lahko zamaši lijak; 
dinamično sipanje 
svetlobe (DLS); 
svetloba različne, vendar 
dobro definirane valovne 
dolžine presvetli vzorec (laser, 
rentgenski žarki) v odvisnosti 
od časa (mikrosekunde); 
 
od 1-6000 nm v 
območju med 
106 in 109 
nanodelcev/ml; 
- metoda je primerna za ugotavljanje velikosti 
in porazdelitev delcev v tekočini; 
- praviloma uporabna za monodisperzne 
sisteme; 
- primerno tudi za suhe vzorce snovi, ki se jih 
dispergira v ustreznem topilu; 
- volumen vzorca je lahko zelo majhen 
(odvisno od aparature, celo le 3µl); 
- analize vzorcev širokega spektra 
(porazdelitve in molekulske mase), ne glede 
na njihovo kemijsko sestavo; 
 
- upoštevati je potrebno 
temperaturo in viskoznost 
tekočine; 
- vzorec ne sme biti pregost 
(redčenje z raztopino NaCl); 
- paziti je potrebno na čistost 
vzorca, ker agregati/aglomerati 
lahko motijo meritve (priporoča se 
filtracija vzorca); 
- artefakte lahko povzročijo tudi 
prašni delci, vodni mehurčki ipd.;  
- Stokes-Einsteinova enačba 
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nadaljevanje Preglednice 2 
Metoda  Karakteristike Ločljivost  Uporabne zmožnosti  Splošne pripombe 
meritev zeta (ζ) 
potenciala; 




- elektroozmoza (meritev 
pretoka preko propustne 
membrane v znanem 
električnem polju s 
konstantno temperaturo); 
- pretočni (tudi strujni) 
potencial; 
- sedimentacijski potencial;  
velikost delcev 
v območju med 
10 nm – 10 µm; 
- zelo uporabna metoda za ugotavljanje 
velikosti naboja suspenzije; 
- s poznavanjem vrednosti zeta potenciala se 
lahko napoveduje in kontrolira stabilnost 
suspenzij in emulzij, saj je najbolj 
pomemben pri kontroliranju agregacije 
delcev; 
- meritev zeta potenciala se pogosto uporablja 
za določanje kritične koncentracije za 
koagulacijo vzorca; 
 
- zeta potencial se spreminja, če se 
spreminjajo pogoji/lastnosti 
suspenzije (pH, temperatura, 
viskoznost ipd.);  
- vse 4 metode naj bi dale iste 
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 KEMIKALIJE 
Fiziološka raztopina s fosfatnim pufrom s soljo (PBS) je bila pripravljena iz:  
 8 g natrijevega klorida (NaCl): Merck KGaA (1 kg, Lot 90070),  
 0,2 g kalijevega klorida (KCl): Kemika (1 kg, Lot 80520),  
 1,15 g dinatrijev hidrogenfosfat dihidrata (Na2HPO4 • 2H2O): Merck KGaA (500 g, 
Lot 81330), 
 0,2 g kalijev dihidrogen fosfata (KH2PO4): Kemika (500 g, Lot 9191A), 
 Dodana je bila destilirana voda (H2O) do prostornine enega litra: Medicotehnika, 
 Trinatrijev citrat dihidrat (Na3C6H5O7 • 2H2O): Carlo Erba Reagents: smo dodali 
PBS v razmerju 84 μl 0,123 M citrata na 10 ml fiziološke raztopine s fosfatnim 
pufrom.  
Pred uporabo smo pripravljeni PBS dodatno filtrirali preko filtra z velikostjo por 0,22 
µm. 
 
Nevtralne OUFM smo pripravili iz ustrezne mešanice lipidov. Uporabili smo lipid POPC, 
ki smo ga kupili pri Avanti Polar Lipids, ter ga raztopili v mešanici kloroforma (CHCl3) 
in metanola (CH3OH) (v razmerju 2:1) v koncentraciji 1 mg/ml pri sobni temperaturi. V 
nekaterih primerih smo za zvišanje obstojnosti OUFM mešanici lipidov dodali holesterol 
(v razmerju 1:5).  
 
Saharozo, glukozo, paraformaldehid, kloroform in metanol smo kupili pri Sigma-Aldrich.  
 
3.2 NANOMATERIAL ČRNEGA OGLJIKA 
Prah z NM CB smo kupili pri PlasmaChem GmbH. Povprečni premer primarnih delcev 
opredeljen s strani proizvajalca, je 13 nm. Za potrebe raziskave smo pripravili suspenzijo 
NM CB v PBS in sicer v koncentraciji 5 mg/ml.  
 
3.3 DOLOČANJE LASTNOSTI TER METODE ZA KARAKTERIZACIJO 
NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA 
S pomočjo SEM, TEM, DLS in z meritvami zeta (ζ) potenciala je bila izvedena 
karakterizacije primarnega NM CB ter suspenzije CB v PBS (sekundarna 
karakterizacija). Za TEM smo pri sobni temperaturi posušili vodno suspenzijo NM CB 
nanešenega na prosojno ogljikovo plast na bakrenih podpornih mrežicah. TEM slikanje 
vzorcev je bilo izvedeno v vakuumu na JEOL 2100 presevnem elektronskem mikroskopu 
(Tokyo, Japonska; pri 200 kV). SEM slikanje NM je bilo izvedeno na LEO Gemini 1530 
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(LEO, Oberkochen, Nemčija) vrstičnem elektronskem mikroskopu. Razredčen NM CB v 
PBS smo pregledali z dinamičnim sipanjem svetlobe preko Fritsch Analysette 12 
DynaSizer spektrometra (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Nemčija), ki kot izvor svetlobe 
uporablja helij-neonov laser z valovno dolžino svetlobe 658 nm, sipanje pa se meri pod 
kotom 135°. Meritev zeta (ζ) potenciala NM CB v PBS je bila izvedena pri pH vrednosti 
7,4 in koncentraciji, uporabljeni v poskusu z instrumentom ZetaPals (Brookhaven 
Instruments Corporation, New York, ZDA).  
 
3.4 ODVZEMI KRVI 
Za izvedbo poizkusa na človeški krvi smo pridobili pisno soglasje Komisije Republike 
Slovenije za medicinsko etiko z dne 19. 9. 2014, št. 82/07/14 (Priloga A). Vsi udeleženi 
prostovoljci so podpisali pisno soglasje. Odvzemi vzorcev so bili izvedeni skladno s 
priporočili Helsinške deklaracije o biomedicinskih raziskavah na človeku. Pri 
prostovoljcih ni prišlo do zdravstvenih težav in/ali neželenih zapletov zaradi odvzema 
krvi.  
 
Kri je bila zdravim posameznikom odvzeta na dan izvedbe poskusa iz kubitalne vene z 
vakuumsko metodo odvzema. Prostovoljci so bili naprošeni, da na odvzem pridejo tešči 
(vsaj 12 ur brez vnosa hrane in pijače, razen vode). Za odvzem krvi smo uporabili igle 
velikosti G21 (zunanji premer igle 0,8 mm, notranji premer 0,7 mm, s skupno dolžino 
igle 70 mm, dolžina igle za vbod je bila 38 mm) (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson 
and Company, ZDA) ter 2,7 ml velike koagulacijske epruvete, ki vsebujejo 270 µl 
trinatrijevega citrata v koncentraciji 0,109 mol/l (3,2% raztopina) (BD Vacutainer®, 
Becton, Dickinson and Company, ZDA). Epruvete so bile predhodno ogrete na telesno 
temperaturo in do pričetka analize smo vzorce vzdrževali pri telesni temperaturi.  
 
Pri izvedbi raziskave smo dosledno upoštevali protokole ustrezne priprave oseb na 
odvzem krvi ter protokole in smernice varnega odvzema krvi. V našo raziskavo smo 
vključili zdrave posameznike, ki niso navajali kroničnih ali akutnih bolezni ali jemanja 
zdravil v času odvzema. Vsi preiskovanci so navedli, da so na odvzem prišli tešči (vsaj 
12 ur niso zaužili ničesar), kot tudi, da so se v 24 urah pred odvzemom vzdržali kajenja, 
alkohola ter hujšega fizičnega napora. Poenotili smo čas, saj so na odvzeme prostovoljci 
prišli med 7 in 9 uro dopoldan in so po prihodu v ustanovo vsaj 10 minut sedeli v čakalnici 
pred odvzemom krvi. Poenotili smo položaj, vsi prostovoljci so v času odvzema sedeli, 
pa tudi način odvzema, ki sta ga izvajali le 2 usposobljeni osebi z enako velikostjo igle 
pri vseh preiskovancih. Vzorce krvi smo s suspenzijo NM CB inkubirali do 24 ur, ker 
smo v enakem časovnem intervalu v predhodnih eksperimentih že opazovali vpliv NM 
TiO2 ter ZnO na membrane (Šimundić in sod., 2013). Uporabili smo koncentracije 
enakega velikostnega reda, ki so prikazale učinke v predhodnih delih. Pri analizah 
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standardnih parametrov celične krvne slike smo uporabili dve različni koncentraciji NM 
CB. 
 
Za opazovanje vzorcev s pomočjo SEM so kri darovali trije zdravi posamezniki, moški 
in dve ženski, stari med 30 in 40 let (avtorica disertacije ter dva sodelavca). Vsakemu 
posamezniku je bila odvzeta ena epruveta krvi. Za takojšnje opazovanje pod optičnim 
mikroskopom je bila kaplja krvi odvzeta iz jagodice prsta z manjšo incizijo. Kaplja je bila 
s pomočjo pipete dodana 1 ml PBS v Eppendorf epruveto ter nežno premešana (redčenje 
vzorca). Za populacijsko študijo krvnih celic je kri darovalo 14 zdravih posameznikov 
(13 žensk in 1 moški), povprečno starih 22 let. Vsakemu izmed 14 darovalcev smo 
odvzeli po 3 epruvete krvi. Vsi odvzeti vzorci krvi so bili centrifugirani najkasneje eno 
uro po odvzemu (večinoma pa znotraj 15-30 minut).  
 
3.5 PRIPRAVA KRVNIH CELIC ZA OPAZOVANJE S POMOČJO 
ELEKTRONSKEGA MIKROSKOPA 
Najkasneje eno uro po odvzemu je bila kri procesirana. Vzorce krvi smo najprej vstavili 
v centrifugo Centric 400R (Domel d.o.o., Železniki, Slovenija) ter jo 10 minut vrteli na 
150 g pri temperaturi 37°C. Na ta način ločimo krvne celice od plazme. Pri prvem 
centrifugiranju se kri loči v 3 sloje. Zgornji vrhnji sloj je plazma (PPP, angl. platelet poor 
plasma). Plazma se nežno odpipetira iz epruvete. Srednji zelo tanek belkast sloj (BC, angl. 
buffy coat) vsebuje večinoma levkocite ter trombocite in se odpipetira v drugo epruveto. 
Spodnji sloj so eritrociti. Eritrocitom smo dodali enak volumen PBS, kot je bila skupna 
odvzeta prostornina obeh zgornjih slojev (spiranje) in smo vzorec ponovno centrifugirali 
10 minut pri 1550 g na 37°C. Postopek spiranja in centrifugiranja eritrocitov smo ponovili 
3-krat. Enak postopek spiranja in centrifugiranja vzorca smo izvedli s srednjim slojem, 
da smo pridobili polno trombocitno plazmo (PRP, angl. platelet rich plasma). Sprane 
eritrocite smo razdelili na alikvote po 50 µL ter 200 µL za PRP.  
 
Krvnim celicam smo dodali NM CB, suspendiran v PBS, oziroma le PBS za kontrolne 
vzorce v razmerju v/v 2:1 v primeru eritrocitov (2 enoti eritrocitov) ter 3:1 pri PRP (3 
enote PRP). Po inkubaciji so bili vzorci najprej fiksirani z 0,1% glutaraldehidom, ter 
inkubirani 1 uro na sobni temperaturi. Nato smo vzorce centrifugirali na 1550 g pri 37°C 
za 10 minut. Supernatant je bil odstranjen in zamenjan s PBS, vzorec dobro premešan (na 
vortexu) ter ponovno centrifugiran na 1550 g pri 37°C za 10 minut. Po drugem 
centrifugiranju smo vzorce inkubirali v 2% glutaraldehidu eno uro. 
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3.6 PRIPRAVA VZORCEV ZA OPAZOVANJE ERITROCITOV S POMOČJO 
FAZNO KONTRASTNEGA MIKROSKOPA  
Opazovanje prvih vzorcev eritrocitov je potekalo tako, da smo na krovno stekelce dali 5 
µl suspenzije eritrocitov, to prekrili z objektnim steklom ter obe stekelci ob robovih 
zatesnili z lakom za nohte. Za druge vzorce smo na objektnem steklu naredili silikonsko 
komoro velikosti cca 1,5 x 1,5 cm2. V komoro smo dodali 5 µl suspenzije ter vzorec 
prekrili s krovnim steklom. Vzorci so bili opazovani s pomočjo mikroskopa Olympus 
GWB BH-2 (Olympus Corporation, Tokio, Japonska) s fazno kontrastno optiko ob 400-
kratni povečavi. Slike so bile posnete z digitalnim fotoaparatom Canon EOS 450D 
(Canon Inc., Tokio, Japonska).  
 
3.7 PRIPRAVA KRVNIH CELIC ZA OPAZOVANJE S POMOČJO 
VRSTIČNEGA ELEKTRONSKEGA MIKROSKOPA  
Fiksirani vzorci so bili najprej spirani s PBS ter inkubirani pri sobni temperaturi 20 minut. 
Postopek spiranja in inkubacije smo ponovili 4-krat, tako da je bila zadnja inkubacija 
izvedena preko noči pri temperaturi 8°C. Vzorci so bili nato dodatno fiksirani z 1 % 
osmijevim tetra oksidom (OsO4) razredčenim z 0,9% NaCl 1 uro pri sobni temperaturi. 
Sledila je dehidracija z naraščajočim acetonskim gradientom. Vzorcem smo v 10 
minutnih razmakih dodajali in izmenjevali mešanico acetona in PBS od 50-90%, v/v. V 
zadnjem koraku s 100% acetonom smo vzorce pustili eno uro, z dvema izmenjavama 
acetona. Nadaljevali smo s sušenjem pri kritični točki. Osušene vzorce smo nalepili na 
valjaste kovinske nosilce ter jih z napravo za napraševanje kovin prekrili s tanko plastjo 
zlata. Tako pripravljene vzorce smo opazovali s pomočjo SEM - LEO Gemini 1530 (LEO, 
Oberckochen, Nemčija).  
 
3.8 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA OBLIKO 
ERITROCITOV V OPAZOVANI POPULACIJI 
Vzorce krvi smo razredčili s PBS ter jih nato inkubirali z raztopino PBS (kontrola) 
oziroma z raztopino PBS z dodanim NM CB; končna koncentracija CB v vzorcih je bila 
0,5 mg/ml. Vzorce smo opazovali v različnih časovnih intervalih inkubacije, po 1 uri, po 
3 urah ter po 24 urah. Predhodno je skupina že opazovala vpliv TiO2 ter ZnO in smo 
zaradi lažje primerjave tudi v našem primeru vzeli enake inkubacijske čase (Šimundić in 
sod., 2013). Zaradi boljše vidljivosti in lažjega opazovanja eritrocitov smo morali vzorce 
dodatno redčiti s PBS. Zaželena gostota celic v vzorcu naj bi v opazovalni komori prinesla 
en sloj celic. Opazovalno komoro smo na objektnem steklu naredili sami s silikonsko 
mastjo v velikosti 1,5 x 1,5 cm2. V komoro smo dali 40 µl testne suspenzije in jo prekrili 
s krovnim steklom. Pazili smo, da komora ni puščala, da se vzorec ne bi izsušil. Vzorce 
smo opazovali z optičnim mikroskopom Leitz Aristoplan (Leitz, Wetzlar, Nemčija), 
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opremljenim s kamero podjetja Watec, model 902DM3S (Watec Inc., New York, ZDA) 
ter s programsko opremo za zajemanje slike Pinnacle Studio HD, verzija 15.0.0.7593, 
Avid Technology, Inc., ZDA.  
 
Za potrebe kvantitativne analize vpliva CB na celične membrane smo za vsak opazovani 
vzorec naredili vsaj 50 slik z naključnim premikanjem preko vzorca. Pazili smo, da smo 
slike zajemali iz sredine vzorcev in se izogibali regijam blizu silikonske masti. Vemo 
namreč, da ob robovih vzorcev prihaja do sprememb v oblikah eritrocitov, ki so lahko 
posledice strižnih sil ali učinka silikonske masti. Opravili smo dva neodvisna 
eksperimenta.  
 
3.9 ANALIZA SLIK ZAJETE POPULACIJE ERITROCITOV  
Za vsak vzorec smo ustvarili mapo slik ter najprej izločili slike slabe kakovosti. Nato smo 
na vsaki sliki prešteli število eritrocitov ter jih razvrstili v tri skupine glede na obliko 
(diskociti, ehinociti ter stomatociti). Predvidevali smo, da je vsaka slika reprezentativna 
za vzorec in da je število vseh celic na posamezni sliki približno enako povprečni 
vrednosti. Povprečne vrednosti v odstotkih so bile izračunane za diskocite, ehinocite ter 
stomatocite za vsak posamezni vzorec. Vsega skupaj smo v končno analizo vključili 
10712 celic.  
 
3.10 ANALIZA POPULACIJE KRVNIH CELIC GLEDE NA KONCENTRACIJO, 
VOLUMEN IN DISTRIBUCIJO 
14 posameznikov je darovalo po 3 vzorce krvi za eksperiment. Kri smo razdelili na tri 
populacije vzorcev. Populacija A so bili vzorci krvi, inkubirani z 200 µl suspenzije NM 
CB v koncentraciji 0,5 mg/ml, populacija vzorcev B je bila inkubirana z enakim 
volumnom PBS z dodanim NM CB v koncentraciji 1 mg/ml ter populacija C (kontrola),  
inkubirana z enakim volumnom PBS. Vzorci so bili inkubirani eno uro, znotraj tega časa 
pa ves čas nežno obračani gor in dol pri sobni temperaturi. Po eni uri smo vzorce pustili 
nadaljnjo uro v pokončnem položaju, da so se delci NM CB posedli na dno epruvet. 
Zgornji mililiter vzorca je bil odpipetiran v Eppendorf epruvete. Po 10 minutah so bili 
vzorci pregledani pod optičnim mikroskopom, da bi se prepričali, da ne vsebujejo 
aglomeratov NM CB, ki bi lahko zamašili cevke pretočnega citometra. 40 µl vzorca je 
bilo odvzetega s pipeto iz dna epruvete ter dano na objektno steklo s komoro iz silikonske 
masti. V vzorcih nismo opazili aglomeratov NM CB. Opazovali smo pod optičnim 
mikroskopom Leitz Aristoplan (Leitz, Wetzlar, Nemčija), opremljenim s kamero podjetja 
Watec, model 902DM3S (Watec Inc., New York, ZDA) in s programsko opremo za 
zajemanje slike Pinnacle Studio HD, verzija 15.0.0.7593, Avid Technology, Inc., ZDA.  
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Populacija krvnih celic oziroma analiza krvi (hemogram) je bila narejena z ADVIA 
pretočnim citometrom. Za vse vzorce smo določili naslednje parametre: za eritrocite – 
število eritrocitov (RBC), hematokrit (HTC), koeficient variabilnosti volumna eritrocitov 
(RDW), koeficient variabilnosti volumna hemoglobina (HDW); za trombocite – število 
trombocitov (PLT), prostorninski delež stisnjenih trombocitov (PCT), povprečni 
volumen trombocitov (MPV), koeficient variabilnost volumna trombocitov (PDW), 
povprečno koncentracijo komponent trombocitov (MPC), ki se meri s povprečnim 
lomnim količnikom, povprečno maso trombocita (MPM), ter za levkocite – število 
levkocitov. 
 
3.11 ELEKTROFORMACIJA ORJAŠKIH UNILAMELARNIH FOSFOLIPIDNIH 
MEHURŠČKOV 
Modificirana metoda elektroformacije OUFM (Angelova in sod., 1992) je bila izvedena 
pri sobni temperaturi. Pripravili smo mešanico sintetičnih lipidov POPC (80%, v/v) in 
holesterola (20%, v/v), skupaj raztopljeno v 2:1 kloroform/metanolni mešanici v 
koncentraciji 1 mg/ml. 40 µl lipidne mešanice smo nanesli na dve platinasti elektrodi 
(dolžina 4 cm, premer 1 mm; na vsako elektrodo 20 µl) ter sušili pri nizkem vakuumu 2 
uri, da je topilo izhlapelo. Elektrodi s posušenimi lipidi smo položili v eksperimentalne 
kamrice za elektroformacijo (2 ml Eppendorf epruveta z navojem), v kateri smo imeli 2 
ml 0,3 M raztopine saharoze (pH 7,4). Vse skupaj smo najprej za 2 uri izpostavili 
izmeničnemu električnemu polju z amplitudo 5 V/mm in frekvenco 10 Hz, nato pa smo 
v 15-minutnih intervalih amplitudo in frekvenco zniževali (2,5 V/mm in 5 Hz; 2,5 V/mm 
in 2,5 Hz ter nazadnje 1 V/mm in 1 Hz). Po elektroformaciji smo 600 µl raztopine 0,3 M 
saharoze z nastalimi OUFM in dodanemu 1 ml 0,3 M glukoze zaprli v tri 2 ml plastične 
mikrocentrifugirne epruvete ki smo jih zalepili s parafilmskim trakom. Parafilmski trak 
prepreči izsuševanje in kontaminacijo vzorca. 
 
3.12 EKSPERIMENTI Z ORJAŠKIMI UNILAMELARNIMI FOSFOLIPIDNIMI 
MEHURČKI IN ČRNIM OGLJIKOM 
Takoj po elektroformaciji je bila suspenzija OUFM in saharoze/glukoze zmešana na 
način, da smo mikrocentrifugirke 10-krat počasi obrnili za 180 stopinj. Suspenzijo smo 
razredčili tako, da smo 100 µl primarne suspenzije OUFM dodali 300 µl 0,3 M glukozne 
raztopine, kar je želena koncentracija glede na naše predhodne eksperimente. V 
nadaljevanju smo razredčeno suspenzijo razdelili v viale, po 80 µl v vsako. Teste z 
nanomaterialom smo izvedli v dveh paralelah. Suspenzija NM CB (0,05 mg/ml v 0,3 M 
glukozni raztopini) ter kontrolna suspenzija (0,3 M glukozna raztopina) je bila dodana 
suspenziji OUFM v volumskem razmerju 9:1 (suspenzija OUFM: testna suspenzija), s 
končno koncentracijo NM 10 µg/ml. Viale smo ponovno 10-krat obrnili za 180 stopinj, 
da smo dosegli dobro premešanje vzorcev. Tako pripravljene vzorce smo ločeno vnesli v 
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štiri eksperimentalne kamrice (po 70 µl vzorca) CoverWellTM Perfusion chambers 
PC4L-0,5 (Grace Bio-Labs, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija). Vzorci so bili 
inkubirani 20 in 50 minut. 
 
Eksperimentalne opazovalne komore smo namestili pod svetlobni fazno-kontrastni 
mikroskop (Nikon Eclipse TE2000-S, Tokio, Japonska) pri 400-kratni povečavi ter po 
določenem času inkubacije (20 in 50 minut) populacije OUFM v vsaki posamezni komori 
posneli z videokamero Sony CCD (angl. charge-coupled device), model XC-77 CE 
(Minato, Japonska). Ti enodimenzionalni videoposnetki so sestavljeni iz dveh zaporednih 
ločenih pasov, dolgih po 2 minuti. V času snemanja se je objektno steklo premikalo, da 
smo zajeli na tisoče OUFM. Z algoritmi za procesiranje slik smo videoposnetke pretvorili 
v mozaike slik, kjer je vsak mozaik vseboval vse mehurčke pridobljene v vzorcu (Zupanc 
in sod., 2014; Zupanc in sod., 2010). Mozaik je bil razdeljen na slike (mikrografe), na 
velikost posameznega polja, opazovanega pod mikroskopom pri 400-kratni povečavi. Z 
uporabo segmentiranja in določanja lokacije OUFM smo uspeli znotraj mozaika zajeti 
vse informacije o OUFM glede na gostoto preko celotnega vzorca. Povprečno število 
OUFM v posameznem segmentu je bilo enako preko vseh slik tako za testne kot kontrolne 
vzorce. Za OUFM smo zajeli kvantitativne podatke: število, povprečni premer ter stopnjo 
ekscentričnosti oziroma obliko. Oblika mehurčkov je izračunana glede na odstopanje od 
sferične (okrogle) oblike. Popolna krogla, izražena na linearnem intervalu od 0 do 1 
ustreza ničli, medtem, ko se elipsa približa vrednosti 1 (Zupanc in sod., 2011). Za vsak 
mehurček je bila izračunana ekscentričnost ɛ = (1 – b2/a2)1/2, kjer je b krajši premer elipse 
in a ustreza daljšemu premeru elipse. Za celotni mozaik je bila izračunana povprečna 
vrednost ekscentričnosti mehurčkov.  
 
3.13 STATISTIČNA ANALIZA 
Deskriptivna statistična metoda je bila uporabljena za analizo in primerjavo rezultatov 
testnih vzorcev in kontrol. Uporabili smo dvo-stranski združeni t-test z enako varianco. 
Verjetnost t-testa pod 0,05 je bila upoštevana kot statistično pomembna. Programska 
oprema, uporabljena za statistično analizo, je bila od R Development Core Team: R: A 
language and environment for statistical computing (www.r-project.org). Statistično 
pomembnost t-testa smo izračunali za verjetnost napake tipa I in tipa II (oziroma za α in 
β). Moč je bila izračunana za validacijo velikosti vzorca. Moč, večja kot 0,8 pri α=0,05, 
kaže, da je velikost vzorca ustrezna. Za izračune smo uporabili Microsoft Excel 
programsko opremo (Microsoft® Office Excel® 2007 SP3, Redmond, Washington, ZDA) 
ter Power & Sample Size Calculator (HyLown Consulting LLC, Atlanta, Georgia, ZDA).  
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4 REZULTATI  
4.1  LASTNOSTI SUSPENZIJ NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA 
Vzorce suspenzije nanomateriala črnega ogljika smo pripravili v PBS in jih slikali s TEM 
in SEM. Slike nam pokažejo, da so primarni delci črnega ogljika homogene kroglaste 
oblike premera okrog 20 nm (Slika 8A in 8B), ki se povezujejo v aglomerate. Opazili smo 
tudi manjše količine večjih aglomeratov (Slika 8C). S pomočjo optičnega mikroskopa 
smo lahko pregledali relativno veliko področje vzorca, zato smo opazili nekaj večjih 
aglomeratov NM CB v PBS (Slika 8 D1) ter enake velikosti aglomeratov tudi v PRP 
(Slika 8 D2). Aglomerati so bili sicer različnih velikosti, celo do okrog 10 µm (Slika 8D). 
 
 
Slika 8: Posnetki aglomeratov nanomateriala črnega ogljika suspendiranega v fosfatnem pufru (Pajnič in 
sod., 2015) 
Aglomerati NM CB v suspenziji PBS, posneti s TEM (A) in s SEM (B). Primarni amorfni NM CB je 
homogene velikosti s premerom okrog 20 nm. Manjše število večjih aglomeratov smo našli v suspenziji 
NM CB v PBS, kot opazovano s TEM (C) in z optičnim mikroskopom (D1), kot tudi v suspenziji NM CB 
v polni trombocitni plazmi (D2). Črne puščice kažejo na aglomerate, bela puščica kaže na eritrocit ter siva 
na trombocit.  
Figure 8: Pictures of carbon black nanomaterial agglomerates suspended in PBS (Pajnič in sod., 2015) 
Agglometared NM CB suspended in PBS as observed by TEM (A) and SEM (B). The primary particles are 
amorphous with homogeneous diameter size about 20 nm. A small number of larger agglomerates were 
found in PBS, as observed by TEM (C) and by the optical microscope (D1), and in platelet rich plasma 
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(D2). Black arrows point to CB agglomerates, white arrow points to an erythrocyte and gray arrow points 
to a platelet.   
 
Z metodo DLS smo zaznali širok spekter aglomeratov različnih velikosti do nekaj 1000 
nm. Zeta (ζ) potencial suspenzije NM CB v PBS pri pH 7,4 je bil -33 mV. Metode DLS 
ter meritve zeta (ζ) potenciala nismo mogli izvesti s suspenzijo NM CB v 0,3 M raztopini 
glukoze zaradi močne aglomeracije ter hitre sedimentacije delcev, vidne s prostim 
očesom.  
 
4.2 INTERAKCIJE MED MATERIALOM IN CELICAMI  
4.2.1 Vpliv na obliko eritrocitov 
S SEM smo opazovali vpliv NM CB na obliko spranih človeških eritrocitov (Slika 9). 
Slika 9A, 9D in 9G so kontrolni vzorci, ki jim je bil dodan PBS. Slika 9B, 9E in 9H 
prikazuje vzorce, ki jim je bila dodana suspenzija NM CB v PBS po eni uri, treh urah ter 
24 urah inkubacije. Za primerjavo je na Sliki 9C, 9F in 9I druga kontrola vzorcev, katerim 
je bil dodan NM ZnO (Šimundić in sod., 2013). Večinoma normalne diskocitne oblike 
eritrocitov smo opazili v vseh vzorcih po 1, 3 in 24 urah. Dva ehinocita smo našli v 
pozitivni kontroli vzorcev z dodanim NM ZnO (Slika 9C, 9F in 9I, bel trikotnik). V 
kontrolnih vzorcih (Slika 9A in 9D) sta z belo puščico prikazana dva stomatocita. Na 
Sliki 9B, 9E in 9H se jasno vidijo aglomerati NM CB, ki se lepijo na zunanje membrane 
eritrocitov (črne puščice). Večji aglomerat NM CB je zapolnil celotno jamico diskocita 
(Slika 9B, črna puščica), vendar se aglomerati prilepijo na površino membrane eritrocitov 
kjerkoli (Slika 9E in 9H, črni puščici). Večji aglomerati se lahko prilepijo na dve celici 
hkrati in s tem posredujejo/omogočajo interakcijo med njima (Slika 9B, bela puščica). 
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Slika 9: Vpliv nanomateriala črnega ogljika na sprane človeške eritrocite (Pajnič in sod., 2015) 
Vpliv NM CB na sprane človeške eritrocite posnete s SEM. A, D in G: prikazani so kontrolni vzorci, ki jim 
je bil dodan PBS. B, E in H: prikazani so vzorci, ki jim je bila dodana suspenzija NM CB v PBS po eni uri, 
treh urah ter 24 urah inkubacije. C, F in I: prikazane so pozitivne kontrole - vzorci z dodanim NM ZnO, po 
1, 3 in 24 urah (Šimundić at al., 2013). V vseh vzorcih NM CB smo opazili aglomerate, prilepljene na 
celične membrane (B, E in H, črne puščice). Velik aglomerat se je prilepil na dva eritrocita in deluje kot 
most med celicama (B, bela puščica). V vzorcih ZnO smo opazili posamezne ehinocite (C, F in I, bel 
trikotnik). 
Figure 9: The effect of carbon black nanomaterial on washed human erythrocytes (Pajnič in sod., 2015) 
The effect of NM CB on washed human erythrocytes as observed by SEM. Panels A, D and G show the 
control samples with added PBS. Panels B, E and H show the samples with added PBS-suspended NM CB 
after 1, 3 and 24 hours, respectively and panels C, F and I show the samples with added PBS-suspended 
ZnO after 1, 3 and 24 hours, respectively. Large CB agglomerates adhered to the erythrocyte surface (B, E, 
H, black arrows). Agglomerate which adhered to two erythorocytes mediated a bridging interaction 
between them (B, white arrow). In ZnO treated samples, singular echinocytes were found (C, F, I, white 
triangles).  
 
Pregled vzorca eritrocitov z dodanim NM CB z večjo povečavo pokaže, da v primeru 
majhne kontaktne površine aglomerata in membrane (Slika 10A, 10C in 10D, bele 
puščice), NM CB ne povzroči učinka na lokalno ukrivljenost membrane. Oblika 
membrane ostaja nespremenjena v predelu stika aglomerata NM CB (Slika 10), celo 
oblika cele celice ostaja diskocitna (Slika 10A). Našli pa smo posamezne razpadle celice. 
Celica na Sliki 10B se je prilepila na ogromen aglomerat NM CB in je prišlo do razpada. 
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Mogoče je, da je prišlo do pretrganja membrane zaradi mehanskih sil pri procesiranju 
vzorca, pri čemer je aglomerat predstavljal dodaten vir napetosti v membrani. Velike pore 
v membrani (bela puščica) povzročijo prost pretok ekstra- in intracelularne tekočine. 
Podoben proces celične deformacije zaradi adhezije na ogromen aglomerat je prikazan na 
Sliki 9H (bela puščica), vendar je na zgornji sliki celična membrana še cela. 
 
 
Slika 10: Adhezija večjih aglomeratov nanomateriala črnega ogljika na membrane eritrocita (Pajnič in sod., 
2015) 
V primeru relativno majhne kontaktne površine (okvirji A, C in D, bele puščice) se lokalno oblika 
membrane ni spreminjala. V primeru zelo velikega kontaktnega področja aglomerata s celično membrano 
(okvir B) pa je v primeru slikane celice prišlo do celičnega razpada z vidnimi ogromnimi porami v 
membrani (B, bela puščica). 
Figure 10: Adhesion of large aggomerates of carbon black nanomaterial to the erythrocyte membrane 
(Pajnič in sod., 2015) 
In the case of rather small contact area (panels A, C and D, white arrows) the local global membrane shape 
remained undistributed. In the case of a large contact area (B) the membrane was considerably affected 
leading to formation of a ghost with large pores in the membrane (B, white arrow). 
 
Slika 11 prikazuje stomatocit, pri katerem se je aglomerat ujel v jamico. Kot je razvidno 
iz slike, je celica v celoti spremenila obliko, ne zaznamo pa sprememb v ukrivljenosti 
membrane lokalno, tik ob aglomeratu NM CB.  
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Slika 11: Povečava – v jamici stomatocita ujeti aglomerati nanomateriala črnega ogljika (foto: Šuštar V., 
2014) 
V primerjavi s Sliko 10A, kjer se lepo vidi normalna diskocitna oblika eritrocita, je na tej sliki jamica zelo 
poglobljena, kar je značilno za stomatocite. 
Figure 11: Enlargement – with carbon black nanomaterial agglomerate filled stomatocyte dimple (photo: 
Šuštar V., 2014) 
As compared with Figure 10A where we observed normal discocytic shape of erythrocyte, here the dimpe 
is larger, which is unique for stomatocyte.   
 
4.2.2 Vpliv na populacijo eritrocitov in trombocitov 
S pomočjo faznega optičnega mikroskopa smo opazovali vzorce spranih eritrocitov, 
odvzetih trem zdravim posameznikom, katerim smo dodali NM CB (Slika 12, oznake A, 
B in C pomenijo vzorce treh oseb). Sprani eritrociti so bili inkubirani s PBS za kontrolo 
ter s suspenzijo NM CB v PBS za 1, 3 in 24 ur. Kot je vidno iz Slike 12 so kontrolni 
vzorci vseh treh oseb po 1, 3 in 24 urah ostali nespremenjeni (Slika 12 A1-A3, 12 B1-B3 
ter 12 C1-C3). V vzorcih, katerim je bila dodana suspenzija s CB (v koncentraciji 0,5 
mg/ml), pa so jasno vidni skupki eritrocitov (hemaglutinacija) okrog aglomeratov NM že 
po prvi uri inkubacije. Velikost teh kompozitov je ostajala v bistvu enaka tudi po 3 in 24 
urah inkubacije (Slika 12 A4-A6, 12 B4-B6 ter 12 C4-C6). Preostali vidni eritrociti v 
tesnih vzorcih, torej tisti, ki niso bili v direktnem kontaktu z aglomeratom NM CB, se 
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Slika 12: Vpliv nanomateriala črnega ogljika na zlepljanje eritrocitov (Pajnič in sod., 2015) 
S pomočjo fazno kontrastnega mikroskopa smo opazovali vpliv NM CB na zlepljanje eritrocitov v vzorcih, 
odvzetih trem zdravim posameznikom (označeno z A, B in C). Sprani eritrociti so bili inkubirani s PBS za 
kontrolo (C) ter s suspenzijo NM CB v PBS v koncentraciji 0,5 mg/ml (CB) za 1, 3 in 24 ur. 
Figure 12: Effect of carbon black nanomaterial on coalescence between erythrocytes (Pajnič in sod., 2015) 
With phase contrast microscope we have observed the effect of NM CB on coalescence between 
erythrocytes in three subjects with no record of the disease (marked A, B and C). Washed erythrocytes were 
incubated with PBS for control (denoted by C) and with PBC-suspended NM CB in concentration 0,5 
mg/ml (denoted by CB) for 1, 3 and 24 hours, respectively, as indicated.  
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Analizirali smo vpliv NM CB na obliko eritrocitov (Preglednica 3). V analizo je bilo 
skupno vključenih 10712 celic. Pregledani vzorci so vsebovali večinoma diskocite. Daljša 
kot je bila inkubacija, manj diskocitov smo opazili v testnih in kontrolnih vzorcih, 
povečevalo pa se je število ehinocitov. Vpliv je bil v kontrolni populaciji celo bolj izražen. 
Razlike med testnimi in kontrolnimi vzorci so bile statistično pomembne (p<0,05). V 
opazovanih vzorcih nismo opazili upadanja skupnega števila celic glede na čas 
inkubacije.  
 
Preglednica 3: Populacijska študija vpliva nanomateriala črnega ogljika na obliko eritrocitov (Pajnič in 
sod., 2015) 
Table 3: A population study of the effect of carbon black nanomaterial on erythrocyte shape (Pajnič in sod., 
2015) 
Čas (število okvirjev, test/kontrola) 1 ura (56/54) 3 ure (50/53) 24 ur (49/51) 
Oblike eritrocitov 
Test diskociti % (SD) 99 (2) 90 (18) 79 (9) 
ehinociti % (SD) 1 (1) 9 (18) 21 (9) 
stomatociti % (SD) 0 0 0 
Kontrola diskociti % (SD) 90 (8) 84 (11) 62 (9) 
ehinociti % (SD) 9 (7) 16 (11) 38 (10) 
stomatociti % (SD) 1 (5) 0 0 
Razlika med testnimi 
in kontrolnimi vzorci 
D (%) (p, P) 9 (< 10-6, 1) 6 (0.05, 0.62) 17 (< 10-6, 1) 
E (%) (p, P) -8 (< 10-6, 1) -7 (0.04, 0.75) -17 (< 10-6, 1) 
S (%) (p, P) NA NA NA 
Opombe: Povprečne vrednosti deleža diskocitov (D), ehinocitov (E) in stomatocitov (S) so zapisane 
za 1, 3 in 24 ur inkubacije vzorcev z NM CB (testni vzorci) ter inkubacije s PBS (kontrola). SD – standardna 
deviacija, p – statistično pomembna razlika med povprečno vrednostjo testa in kontrole izračunana s t-
testom, P – statistična moč, NA – vrednosti ni bilo možno izračunati, ker je bilo skupno število stomatocitov 
v vseh vzorcih manj kot 1 %. 
Remarks: The average values of the portion of discocytes (D), echinocytes (E) and stomatocytes (S) 
are given after 1, 3 and 24 hours of incubation with the carbon black nanomaterial (test sample) and with 
PBS (control sample). SD – standard deviation, p – statistical significance of the difference between the 
average values of the test and control, calculated by the t-test, P – statistical power, NA – non applicable as 
there were less than 1 % of stomatocytes in all samples.  
 
Sprane trombocite smo inkubirali s PBS (kontrolni vzorci, Slika 13A, 13D in 13G) in s 
suspenzijo NM CB v PBS (končna koncentracija 0,05 mg/ml) (Slika 13B, 13E in 13H) 
za 1, 3 in 24 ur. S SEM smo opazovali vpliv na membrane celic (Slika 13). Za primerjavo, 
enako kot pri eritrocitih, prikazujemo okvirje pozitivne kontrole inkubiranih vzorcev s 
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ZnO (Šimundić in sod., 2013) (Slika 13C, 13F in 13I). Po eni in treh urah v kontrolnem 
in testnem vzorcu (Slika 13A, 13B, 13D, 13E) opažamo ploščice, značilno obliko 
trombocitov v mirovanju. V obeh vzorcih po 24 urah (Slika 13G in 13H) opažamo 
izrastke in deformacije, ki so značilni za aktivirane trombocite. Pri pozitivni kontroli za 
primerjavo vidimo, da je NM ZnO vplival na spremembo oblike nekaterih trombocitov 
po treh urah (Slika 13F); celice se napihujejo in tvorijo tubularne izrastke ter napihnjene 
kroglaste celice z ostanki tubularnih izrastkov (Slika 13I). 
 
 
Slika 13: Vpliv nanomateriala črnega ogljika na obliko trombocitov (Pajnič in sod., 2015) 
Vpliv NM CB na populacije trombocitov opazovanih s pomočjo SEM. Sprane trombocite smo inkubirali s 
PBS za kontrolo (A, D, G), z NM CB v PBS (B, E, H) ter za primerjavo s ZnO (Šimundić in sod., 2013) 
(C, F, I) za 1, 3 ter 24 ur. Po eni in treh urah kontrolni in testni vzorci vsebujejo večinoma diskaste oblike 
trombocitov (A, B, D, E), ki so značilne za mirujočo fazo. Že v teh začetnih vzorcih opazimo nekatere 
tubularne izrastke (karakteristike, značilne za aktivirane trombocite) (D, E), ki jih je v vzorcih, inkubiranih 
24 ur več (G, H). Za primerjavo, inkubacija trombocitov s ZnO po treh urah privede do opazne spremembe 
v obliki (F) – trombociti se napihujejo ter dobivajo izrastke. Po 24 urah so vsi trombociti, inkubirani s ZnO, 
videti napihnjeni (kroglaste oblike) s tubularnimi izrastki (I). 
Figure 13: The effect of carbon black nanomaterial on platelet shape (Pajnič in sod., 2015) 
The effect of NM CB on population of platelets was observed by SEM. Washed platelets were incubated 
with PBS for control (A, D, G), with PBS-suspended NM CB (B, E, H) and for comparison, with ZnO 
(Šimundić in sod., 2013) (C, F, I) for 1, 3 and 24 hours, respectively. After 1 and 3 hours the control and 
test samples contained disc-like platelets (A, B, D, E) characteristic for the resting state, while there were 
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some platelets exibiting deviation from the disc-like shape and tubular protrusions (characteristic for 
activated platelets) (D, E), even more found after 24 hours (G, H). For comparison, the effect of ZnO caused 
shape changes of some platelets after 3 hours (F) while after 24 hours all platelets attained swollen globular 
shape with remnants of tubular protrusions, indicating their activation (I). 
 
4.2.3 Vpliv na standardno določene parametre celične krvne slike  
V treh spodnjih slikah (Slika 14, 15 in 16) prikazujemo rezultate standardno določenih 
parametrov celične krvne slike. Kri je bila odvzeta 14 zdravim posameznikom (po 3 
epruvete). Vzorci krvi so bili eno uro inkubirani z dvema različnima koncentracijama 
suspenzije NM CB v PBS (0,5 mg/ml, črni stolpci, ter 1 mg/ml, beli stolpci) ter z enakim 
volumnom PBS za kontrolo (črtasti stolpci). Tabele z natančejšimi podatki merjenih 
vrednosti posameznih parametrov za vsakega darovalca ter statistične primerjave razlik 
med tremi vzorci za posamezen parameter so predstavljeni v Prilogi B. 
 
Slika 14 prikazuje vrednosti parametrov skupnega števila eritrocitov, hematokrita, RDW 
ter HDW. Opazovani parametri rdeče krvne slike ne prikažejo statistično pomembnih 
razlik med posameznimi vzorci.  
 
Slika 15 prikazuje vrednosti parametrov skupnega števila trombocitov, PDW, MPC, 
MPM,  PCT in MPV. Primerjave med testnimi in kontrolnimi vzorci prikažejo statistično 
pomembno razliko le pri MPC parametru, ki se izvaja z meritvami povprečnega lomnega 
količnika trombocitov, s čimer se ugotavlja aktivacija trombocitov (Macey in sod., 1999; 
Segura in sod., 2007).  
 
Slika 16 prikazuje vrednosti parametrov levkocitov: skupno število levkocitov, 
nevtrofilcev, limfocitov, monocitov, eozinofilcev ter bazofilcev. Statistično pomembno 
razliko opazimo pri številu levkocitov; kontrolni vzorci imajo znatno več levkocitov kot 
testni vzorci (20 % vzorci A ter 16 % več vzorci B) (Slika 16). Našli smo pomembne 
razlike v porazdelitvi dogodkov, zabeleženih na diagramih pretočnega citometra, ki 
predstavljajo različne vrste levkocitov. Število dogodkov v področju regij eozinofilcev 
ter bazofilcev je bilo zvišano, medtem ko je bilo število dogodkov v področju monocitne 
regije pomembno znižano glede na kontrolne vzorce. Te razlike so bile statistično 
pomembne (p<0,05) ob zadostni statistični moči (P), ki se smatra kot zadostna, če so 
vrednosti nad 0,8. Kot je razvidno iz Slike 16, sicer ni bilo razlike med testnimi vzorci 
glede na koncentracijo dodanega NM. 
 
V kontrolnih vzorcih so imeli posamezniki parametre znotraj orientacijskih referenčnih 
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Slika 14: Parametri eritrocitov v vzorcih krvi, inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika 
Vzorci so bili eno uro inkubirani s suspenzijo NM CB v PBS v koncentraciji 0,5 mg/ml (črni stolpci), 1 
mg/ml (beli stolpci) ter s PBS za kontrolo (črtasti stolpci). Opombe: RDW – koeficient variabilnosti 
volumna eritrocitov, HDW – koeficient variabilnosti volumna hemoglobina. 
Figure 14: Erythrocyte parameters in blood samples incubated with carbob black nanomaterial 
Samples were incubated for one hour with PBS-suspended NM CB with 0,5 mg/ml (black column), with 1 
mg/ml NM CB PBS-suspension (white column) and with PBS for control (raster column). Remarks: RDW 
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Slika 15: Parametri trombocitov v vzorcih krvi, inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika  
Vzorci so bili eno uro inkubirani s suspenzijo NM CB v PBS v koncentraciji 0,5 mg/ml (črni stolpci), 1 
mg/ml (beli stolpci) ter s PBS za kontrolo (črtasti stolpci). Opombe: PDW – koeficient variabilnosti 
volumna trombocitov, MPC – povprečna koncentracija komponent trombocitov, MPM – povprečna masa 
trombocita, PCT – prostorninski delež stisnjenih trombocitov, MPV – povprečni volumen trombocitov. 
Oznaka * pomeni statistično pomembno razliko testnega vzorca glede na kontrolo; izračunana s t-testom 
(p<0,05). 
Figure 15: Platelet parameters in blood samples incubated with carbon black nanomaterial  
Samples were incubated for one hour with PBS-suspended NM CB with 0,5 mg/ml (black column), with 1 
mg/ml NM CB PBS-suspension (white column) and with PBS for control (raster column). Remarks: 
Trombociti – platelet count, PDW – platelet distibution width, MPC – mean platelet component, MPM – 
mean platelet mass, PCT – plateletcrit, MPV – mean platelet volume. Mark * stands for statistically 
significant differences between the test and the control samples, calculatet by t-test (p<0,05).  
* 
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Slika 16: Parametri levkocitov v vzorcih krvi, inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika  
Vzorci so bili eno uro inkubirani s suspenzijo NM CB v PBS v koncentraciji 0,5 mg/ml (črni stolpci), 1 
mg/ml (beli stolpci) ter s PBS za kontrolo (črtasti stolpci). Oznaka * pomeni statistično pomembno razliko 
testnega vzorca glede na kontrolo; izračunana s t-testom (p<0,05). 
Figure 16: Leukocyte parameters in blood samples incubated with carbon black nanomaterial  
Samples were incubated for one hour with PBS-suspended NM CB with 0,5 mg/ml (black column), with 1 
mg/ml NM CB PBS-suspension (white column) and with PBS for control (raster column). Mark * stands 
for statistically significant differences between the test and the control samples calculatet by t-test (p<0,05). 
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4.3 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA ORJAŠKE 
UNILAMELARNE FOSFOLIPIDNE MEHURČKE 
Slika 17 prikazuje vpliv NM CB na številčnost in obliko OUFM. Inkubacija OUFM z 
NM CB v koncentraciji 0,05 mg/ml je povzročila pomembno zmanjšanje števila OUFM 
že po 20 minutah inkubacije (Slika 17A). Pri preostalih OUFM v testni suspenziji 
opazimo povečano stopnjo ekscentričnosti (Slika 17B) glede na kontrolni vzorec.  
 
 
Slika 17: Vpliv nanomateriala črnega ogljika na orjaške unilamelarne fosfolipidne mehurčke 
Opombe: CB – nanomaterial črnega ogljika (sivi stolpci), C – kontrola (beli stolpci). Slika 17A prikazuje 
število OUFM v testnih (inkubirano s suspenzijo NM CB 0,05 mg/ml v 0,3 M glukozi) in kontrolnih vzorcih 
po 20 in 50 minutah opazovanja. Slika 17B prikazuje izračunano ekscentričnost preostalih OUFM v testnih 
in kontrolnih vzorcih po 20 in 50 minutah opazovanja.  
Figure 17: The effect of carbon black nanomaterial on giant unilamelar phospholipid vesicles 
Remarks: CB – carbon black nanomaterial (grey column), C – control (white column). Figure 17A shows 
the number of GUVs in the test (incubated with suspension of CB NM 0,05 mg/ml in 0,3 M glucose 
solution) and control samples after 20 and 50 minutes of observation period. Figure 17B shows the 
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5 RAZPRAVA  
 
Z izvedeno raziskavo smo ugotovili, da a) krvnim celicam ex vivo dodan material CB ni 
povzročil sprememb v lokalni ukrivljenosti membrane eritrocitov ali trombocitov; b) je 
krvi dodan material CB povzročil spremembe na populacijah levkocitov, kot se to določa 
ob pregledu parametrov celične krvne slike, ni pa povzročil sprememb na parametrih 
eritrocitov ali trombocitov ter c) je umetnim lipidnim mehurčkom dodani material CB 
povzročil razpad mehurčkov pa tudi spremembo njihove oblike.  
 
5.1 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA OBLIKO 
ERITROCITOV 
Proučevali smo vpliv NM CB na biološke membrane ter na OUFM. Ugotovili smo, da 
NM CB tvori aglomerate v PBS in tudi v trombocitni plazmi (Slika 8). Med aglomerati 
NM CB in eritrociti prihaja do interakcij (Slika 9, 10 in 11), vendar adhezija aglomerata 
ni spremenila lokalne ukrivljenosti zunanje membrane opazovanega eritrocita (Slika 9, 
10 in 11). S pomočjo slikanja vzorcev s SEM ugotavljamo, da je stična površina 
aglomerata in membrane lahko relativno majhna (Slika 10D, bele puščice). Če se 
aglomerat na membrano prilepi preko večjega dela površine membrane, lahko pride do 
poškodbe eritrocita. Slika 10B prikazuje ostanek membrane eritrocita, na katero se je s 
precejšnim delom prilepil večji kompleks NM. Ogromne pore z navzven zavihanimi 
robovi so omogočile izmenjavo znotraj- in zunajceličnih tekočin, oblika pa se je močno 
deformirala (Slika 10B, bela puščica). Podobni spremembi v obliki celice smo opazili 
tudi na Sliki 9H (bela puščica), ko je eritrocit preko skoraj polovice svoje površine spojen 
z velikim skupkom NM CB in ni več diskocitne oblike, ter na Sliki 9B in Sliki 11, kjer 
opazimo v jamico eritrocita ujet večji aglomerat, ki ravno tako nakazuje deformacijo 
oblike eritrocita. Ker sta na Sliki 9A in 9D (kontrola) v zdravi populaciji eritrocitov vidna 
eritrocita konkavne oblike (bela puščica), ne moremo z gotovostjo pripisati spremembe 
oblike na Sliki 9B in Sliki 11 vplivu dodanega NM CB. Kljub številnemu slikovnemu 
gradivu SEM smo opazili le malo takšnih dogodkov deformacij membrane, zlepljanja 
celice in večjega kompleksa ter posledično hujših deformacij celične membrane. 
 
Opazili smo, da se NM CB rad ujame v jamico eritrocitov stomatocitne oblike (Slika 11). 
NM CB je med membranami eritrocitov posredoval privlačno interakcijo, saj smo na 
SEM slikah opazili »mostove« (dva eritrocita povezana z aglomeratom – Slika 9B, bela 
puščica), na slikah s faznim optičnim mikroskopom pa že po uri inkubacije spranih 
eritrocitov v suspenziji NM CB velike celične skupke okrog posameznega aglomerata 
nanomateriala (Slika 12 A4-A6, 12 B4-B6, 12 C4-C6). Podobne strukture so se formirale 
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v krvni plazmi (Slika 8 D2). Takšne formacije skupkov celic okrog nanomateriala bi v 
krvnem obtoku lahko povzročile mehanične zapore. 
 
V tej raziskavi smo s slikovno metodo analizirali vzorce eritrocitov glede števila ter oblike 
eritrocitov. Eritrocite smo razdelili v tri podskupine glede na obliko:  diskocite, ehinocite 
ter stomatocite. Vir razlik v povprečni vrednosti števila celic so tudi sistemske napake pri 
pripravi vzorcev, zato predstavljamo rezultate v deležih posameznih oblik eritrocitov. V 
tem delu smo metodo za analizo izboljšali s tem, da smo na osnovi zajetih slik določili 
reprezentativen vzorec in njegove replike, ter izdelali statistično primerjavo med 
populacijami vzorcev, česar prejšnja metoda ni vsebovala (Zupanc in Drobne, 2011; 
Zupanc in sod., 2011, 2010). Po 24 urah inkubacije suspenzije eritrocitov z NM CB se 
povprečno število celic ni spremenilo (Preglednica 3). V kontrolni in testni skupini smo 
opazili povečevanje deleža ehinocitov ter upad deleža diskocitov glede na časovni 
interval inkubacije, vendar je bila razlika v deležih v testnih vzorcih celo manj izrazita.  
 
V ex vivo pogojih smo v testnih in kontrolnih vzorcih opazovali ehinocitozo. Možni 
mehanizmi za ta pojav so interakcije celic s silikonsko mastjo ali površino stekla v 
opazovanih kamricah (Wong, 2005), spremembe v razlikah med območji zunanjega in 
notranjega sloja membrane zaradi spremembe v sestavi ali obliki osnovnih gradbenih 
molekul membrane (Gimsa, 1998; Iglič in sod., 1998; Sheetz in Singer, 1974), 
spremembe v sestavi znotrajcelične in zunajcelične tekočine (Wong, 1999) in izčrpanje 
adenozin trifosfata (ATP) (Gov in Safran, 2005). NM CB lahko še dodatno moti te 
mehanizme. Ker so izmerjene vrednosti zeta (ζ) potenciala za suspenzijo NM CB v PBS 
negativne (-33 mV) (Drašler, 2014), aglomerati nanomateriala privlačijo pozitivno nabite 
molekule v tekočini in posledično povzročajo spremembe koncentracij prostih molekul v 
tekočini (tik ob aglomeratih je koncentracija molekul večja) (Kempiński in sod., 2014). 
Zaradi tega se spremeni pH, kar ima za posledico povzročitev sprememb strukture 
proteinskih molekul zunanje celične membrane (Rudenko, 2010). Dodatno lahko na pojav 
spremembe oblike celice, ehinocitoze pri eritrocitih, vpliva medsebojno delovanje NM 
CB in površine stekla v opazovalnih komorah, saj smo ta pojav opazili tudi v opazovanih 
kontrolnih vzorcih (Preglednica 3).  
 
V pregledanih vzorcih smo zabeležili en sam primer hude poškodbe celične membrane z 
ogromnimi porami v vzorcih inkubiranih s suspenzijo NM CB (Slika 10B). Na vzorcih, 
slikanih s SEM, ne opažamo drugih lokalnih deformacij celičnih membran eritrocitov, ko 
so v stiku z aglomeratom NM CB (Slika 9, 10 in 11).  
 
Z uporabljenimi metodami nismo mogli ugotavljati, ali v interakciji NM CB z eritrociti 
prihaja morebiti do endocitoze oziroma zajemanja NM v znotrajcelično območje. 
Objavljena je raziskava, ki je eritrocite uporabila kot nosilce za nanodelce železovega 
oksida za potrebe diagnostičnih slikovnih metod (tomografije). Zdravim posameznikom 
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so odvzeli kri, pridobili koncentrirane eritrocite ter jih obdelali z nanodelci železovega 
oksida hidrodinamskega premera med 50-60 nm, ki so preko por v celični membrani 
prešli v celice (Markov in sod., 2010). V kolikor bi v našem eksperimentu želeli preveriti 
prisotnost NM CB znotraj celic, bi bila potrebna druga metoda detekcije, morebiti 
fluorescentna mikroskopija ali TEM. 
 
Prožnost membrane eritrocita oziroma zmožnost deformacije je ključna za uspešnost 
krvnega pretoka preko kapilar. Ugotovljeni negativni vplivi, tudi in vivo, se lahko 
izražajo tedne zaradi biokompatibilnosti in obstojnosti nanodelcev. Pojav zmanjšanja 
prožnosti membrane je lahko posledica adsorpcije zlatih nanodelcev na membrano 
eritrocitov (He in sod., 2014). V naši raziskavi smo ex vivo opazili adhezijo NM CB na 
eritrocite (Slika 8, 9 in 10), ter verjetno adsorpcijo delcev TiO2 in ZnO (Šimundić in sod., 
2013) na membrane eritrocitov.  
 
5.2 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA OBLIKO 
TROMBOCITOV 
Po inkubaciji trombocitov s suspenzijo NM CB in slikovni obdelavi vzorcev ugotavljamo, 
da NM CB ni povzročil dramatičnih sprememb v oblikah trombocitov (Slika 13). Testni 
in kontrolni vzorci vsebujejo večinoma mirujoče trombocite. Ker znake aktivacije 
trombocitov (napihnjenost v obliki, pojav tubularnih protruzij) po 24 urah opazimo tudi 
v kontrolnem vzorcu, vpliv v testnem vzorcu težko pripišemo dodanemu NM CB. Na 
Sliki 13 (C, F, I) smo za primerjavo prikazali tudi trombocite, inkubirane z NM cinkovega 
oksida, kjer se opazi pomembna sprememba v obliki, saj so po 24 urah praktično vse 
celice okrogle z mnogoterimi izrastki; delno je ta pojav viden že po treh urah inkubacije 
(Šimundić in sod., 2013). 
 
S pomočjo SEM smo opazili primere adhezije NM CB na membrane eritrocitov, vendar 
brez pomembnega vpliva na lokalno spremembo ukrivljenosti membrane pregledanih 
vzorcev. V pregledanih vzorcih smo opazili spremembe v skupnem številu različnih oblik 
eritrocitov, saj se je število diskocitov zniževalo, povečevalo pa število ehinocitov, vendar 
smo enake spremembe ugotavljali tudi v kontrolnih vzorcih (Preglednica 3). V tesnih in 
kontrolnih vzorcih trombocitov smo opazili spremembe, ki nakazujejo aktivacijo 
trombocitov. Edina statistično pomembna razlika se pojavi le pri MPC, ugotovljena z 
meritvami lomnega količnika (Slika 15). Iz ugotovljenega zaključujemo, da ne moremo 
dokazati, da krvnim celicam dodani NM CB vpliva na spremembe oblik krvnih celic.   
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5.3 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA POPULACIJO 
ERITROCITOV IN TROMBOCITOV 
Pri pregledu analiziranih kontrolnih vzorcev trombocitov ter vzorcev, inkubiranih s 
suspenzijo NM CB, v primerjavah med številom, maso in volumnom trombocitov v 
vzorcih nismo našli razlik. Kot smo ugotovili tudi s pomočjo Slike 13 ter rezultatov analiz 
krvnih vzorcev (Slika 15, Preglednica B2), imamo za dokazovanje aktivacije trombocitov 
zaradi dodanega NM CB premalo dokazov.  
 
Kljub temu v naših vzorcih najdemo statistično pomembno razliko v vrednostih MPC v 
testnih in kontrolnih vzorcih. Ta se izraža s povprečnim lomnim količnikom trombocitov. 
Lomni količnik se pri aktiviranih trombocitih statistično pomembno zniža (Beard in sod., 
2011; Segura in sod., 2007). Potrebna pa je previdnost pri metodah odvzema, pri času in 
interpretacijah rezultatov, saj se število aktiviranih trombocitov v vzorcih statistično 
pomembno poveča, če čas od odvzema do analize presega 3,5 ure (Brummitt in Barker, 
2000). V naši študiji časovnice nismo presegali, saj so bili vsi odvzeti vzorci analizirani 
v roku dveh ur po odvzemu. Bi pa sprememba v lomnem količniku trombocitov zaradi 
inkubacije z NM CB (Slika 15) lahko bila posledica adsorpcije NM na površino celic 
(Slika 9).  
 
Naši rezultati ne nakazujejo, da bi NM CB povzročil aktivacijo trombocitov in da bi se s 
tem povečalo tveganje za trombembolične dogodke. Potrebno je upoštevati, da primarni 
NM CB tvori velike aglomerate, ki bi lahko predstavljali tveganje za mehanske zapore 
krvnih žil. Dokazano ima NM CB veliko afiniteto za vezavo fibrinogena na svojo 
površino (proteinska korona) (Kendall in sod., 2011), kar dodatno povzroči adhezijo 
krvnih celic na aglomerate NM. S fibrinogenom oplaščen NM CB povzroča, da se celice 
medsebojno povežejo v skupke preko zunanje celične membrane. V naši raziskavi se 
nismo poslužili analize za določanje prisotnosti fibrinogena na površini NM CB, smo pa 
opazovali adhezijo eritrocitov na aglomerate NM (Slika 12) celo do velikosti nekaj 100 
µm. Oblika celic je sicer večinoma ostala ohranjena, vendar adhezija celic na aglomerate 
NM in tvorba celičnih skupkov kljub temu predstavlja tveganje za zamašitve kapilar. 
Večji aglomerati NM CB predstavljajo tveganje za mehansko zaporo žil, tudi brez 
adheziranih krvnih celic.  
 
Aktivacijo trombocitov in vitro ter in vivo dokazano pulmonalno trombembolijo so v 
drugi študiji povzročili nanodiamanti (Kumari in sod., 2013); nanosrebro je povečalo 
aktivacijo trombocitov, določeno z agregacijo in prokoagulantno aktivnostjo (Jun in sod., 
2011); dendrimeri so povzročili aktivacijo in agregacijo trombocitov (Dobrovolskaia in 
sod., 2013; Enciso in sod., 2016; Jones in sod., 2012); amorfni silicijevi nanodelci so 
povzročili agregacijo trombocitov (Corbalan in sod., 2012). Aktivacija in agregacija 
trombocitov ter tvorba krvnega strdka je pomemben fiziološki mehanizmem hemostaze. 
Tvorba znotrajžilnih plakov in trombov je zaradi zamašitev žil neželeni mehanizem, 
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katerega je pri preučevanju lastnosti NM za intravenozno aplikacijo nunjo potrebno 
natančno preučiti in preprečiti. Pri motnjah v primarni hemostazi ter krvavitvah pa je 
spodbujanje funkcije in aktivacije trombocitov zaželen mehanizem. 
 
Agregacija trombocitov se pogosto meri s svetlobno agregometrijo ter z 
lumiagregometrijo (Benedik Dolničar in sod., 2016). Aktivacija trombocitov se lahko 
ocenjuje tudi z drugimi metodami, zatorej bi bile za ugotavljanje vpliva NM CB na 
trombocite potrebne nadaljnje raziskave, upoštevajoč tudi različne mehanizme aktivacije 
ter faze koagulacije. 
  
5.4 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA PARAMETRE 
CELIČNE KRVNE SLIKE 
Krvne celice so priročen ter relativno enostavno in hitro dostopen sistem za študije vpliva 
različnih substanc na celice ter biološke membrane. Pri analiziranju vpliva NM CB na 
standardne parametre celične krvne slike smo uporabili dve različni koncentraciji 
suspenzije, vendar nismo opazili razlik med vzorci, inkubiranimi z 0,5 mg/ml oziroma z 
1 mg/ml.  
 
V testnih vzorcih, inkubiranih z NM CB, smo opazili statistično pomembno povečanje 
števila levkocitov glede na kontrolne vzorce. Peroksidazna metoda določanja vrste 
levkocitov v vzorcih je prikazala povečano število delcev v regiji eozinofilcev ter 
bazofilcev. Predvidevamo, da bi lahko bilo povečano skupno število levkocitov in 
povečano število eozinofilcev ter bazofilcev v testnih vzorcih posledica zaznave ali 
aglomeratov NM CB, ali pa je prišlo do adsorpcije NM CB na celične membrane ali do 
fagocitoze, kar je privedlo do sprememb v zaznavi dogodkov posameznih vrst celic 
pretočnega citometra. Po nam znanih podatkih še ni bilo objavljene podobne raziskave, 
ki bi proučevala vpliv ex vivo dodanega NM na parametre celične krvne slike.  
 
Študija Frampton in sod. (2006) je in vivo (zdravi posamezniki in astmatiki) ugotavljala 
vpliv vdihanih ogljikovih ultrafinih delcev na belo krvno sliko (pred in po dve urni 
izpostavitvi). Analize so opravili s pretočnim citometrom. Ugotovili so, da je vdihavanje 
ogljikovih ultrafinih delcev znižalo število monocitov, eozinofilcev in bazofilcev, vendar 
bi lahko bile razlike v krvni sliki tudi posledica aktivacije endotelija ali vazokonstrikcije 
v pulmonalnem in/ali sistemskem krvnem obtoku (Frampton in sod., 2006). Nanodelce 
titanijevega oksida so testirali na mononuklearnih krvnih celicah in ugotovili močan pro 
inflamatorni odziv (Becker in sod., 2014). 
 
Objavljenih je veliko raziskav, v katerih objavljajo rezultate testiranj različnih NM za 
njihovo uporabo v medicini: kot možnih nosilcev za zdravila (Battigelli in sod., 2014; 
Bianco in Prato, 2003; Thomas in sod., 2013), nosilcev za genski material (Madaan in 
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sod., 2014), v tkivnem inženiringu (Gorain in sod., 2017; Vial in sod., 2016), kot nosilcev 
za cepiva (Jin in sod., 2017; Mohamed in sod., 2017), v radiologiji, kot tkivnih 
označevalcev pri različnih slikovnih diagnostičnih metodah (Cheng in sod., 2012; Kojima 
in sod., 2011; Thomas in sod., 2013) ter v interventni radiologiji pri fototerapiji, 
fotorermolizi (Wang in sod., 2011). Številne nanotoksikološke študije vrednotijo varnost 
razvitih nanomaterialov preko testiranj vplivov na zdrava tkiva in celice. Vsekakor je 
najprej potrebno ugotoviti in zagotoviti, da je testiran nanomaterial varen z vidika 
biokemičnih in biofizikalnih lastnosti, če se predvideva njegova uporaba v medicini.  
 
Nekatere študije ne navajajo vplivov na parametre celične krvne celice: nanodiamanti, 
aplicirani intravenozno, so bili na eritrocitih prisotni še 30 minut po aplikaciji, niso pa 
sprožili imunskega odziva (Tsai in sod., 2016); ogljikove nanotube niso povzročile 
akutnega imunskega odziva (Medepalli in sod., 2011); z zlatom prevlečeni dendrimeri 
ostajajo dlje časa v krvnem obtoku ter se sproščajo manj kot neprevlečni (Kojima in sod., 
2011).  
Druge študije opozarjajo na škodljive vplive nanomaterialov. Dendrimeri, ki se 
uporabljajo kot nanonosilci, so sprožili neželeno aktivacijo in agregacijo trombocitov 
(Dobrovolskaia in sod., 2013; Enciso in sod., 2016; Jones in sod., 2012),  
 
V naši študiji smo ugotavljali vpliv le na krvne celice s fokusom na eritrocitih ter 
trombocitih. Mnogo raziskav ugotavlja vplive NM na zdrave človeške in živalske celice, 
na cel imunski sistem, na posamezne vrste levkocitov, na celice kostnega mozga (matične 
celice), parenhimske celice, epitelijske celice, kot tudi na rakave celice, kar je opisano v 
pregledu literature.  
 
Krvi dodan NM CB je vplival na spremembe v populacijah skupnega števila levkocitov, 
monocitov, eozinofilcev ter bazofilcev, ni pa vplival na spremembe v parametrih 
populacij eritrocitov in trombocitov, zato je odgovor na drugi cilj delno potrjen. V 
prihodnje bi se podobni eksperimenti lahko izvedli tudi z drugimi NM, kar bi olajšalo 
interpretacijo rezultatov.  
 
5.5 VPLIV NANOMATERIALA ČRNEGA OGLJIKA NA ORJAŠKE 
UNILAMELARNE FOSFOLIPIDNE MEHURČKE 
Opazili smo škodljiv oziroma negativen vpliv aglomeratov NM CB na umetne membrane. 
Že po 20 minutah inkubacije smo opazili pomembno znižanje števila OUFM (Slika 17). 
Kljub temu, da OUFM predstavljajo pomemben umetni sistem za preučevanje značilnosti 
bioloških membran ter da imajo pomembne skupne značilnosti z membrano eritrocita ali 
tudi z bolj kompleksnimi celicami, do razlik med opazovanimi parametri lahko prihaja 
tudi zaradi različnih lastnosti drugih delov eksperimentalnega sistema (sestava raztopine, 
medsebojni vplivi vzorcev in laboratorijskega materiala).  
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Pri pripravi OUFM s procesom elektroformacije se le ti v začetni fazi združujejo v mrežo 
nanotubulov (Mathivet in sod., 1996). Mreža se pretrga, ko se podaljšuje čas, povečuje 
voltaža ter znižuje frekvenca. Začnejo se oblikovati večji mehurčki (Kralj-Iglič in sod., 
2001). Pod optičnim mikroskopom se sveži OUFM prikažejo v sferični obliki, medtem 
ko skupkov nanotubulov ne vidimo, ker so zelo tanki. Formacija nanotubulov ter 
spreminjanje oblike OUFM je bila opazovana po določenem času ob spreminjanju 
pogojev (medija) s fazno kontrastno mikroskopijo ali s pomočjo fluorescentnega barvanja 
(Kralj-Iglič in sod., 2001; Peterlin in sod., 2009a). Če v opazovani kamrici pride do 
spontanega procesa odstranitve lipidnih molekul z zunanjega sloja, se povprečna srednja 
ukrivljenost membrane zmanjša. Da se ohranja najnižja možna prosta energija, OUFM 
prilagodijo obliko z integracijo nanotubulov v materinski mehurček, ki se ob tem 
deformira in termične fluktuacije njegove oblike postanejo vidne (Kralj-Iglič in sod., 
2001). Ekscentričnost OUFM se poveča, ko se dovolj materiala iz tubularnih izrastkov 
integrira v membrano in se s tem relativno na prostornino materinskega mehurčka poveča 
njegova površina (Iglič in sod., 2003). Pomembno je, v kateri fazi procesa brstenja OUFM 
so dodane testne substance (NM CB). Dodan nanomaterial učinkuje na raztopino, kar 
vpliva na osmolarnost suspenzije. Voda migrira preko fosfolipidne membrane (Vitkova 
in sod., 2004), da se izenači njen kemijski potencial. Če OUFM vstavimo v hipotonično 
raztopino, mehanizem prehajanja tekočine preko membrane povzroči nabrekanje 
mehurčkov (Iglič in Kralj-Iglič, 2003; Peterlin in Arrigler, 2008; Peterlin in sod., 2012) 
in tudi njihovo pokanje (Peterlin in sod., 2009a).  
 
Eksperiment z OUFM smo izvedli takoj po elektroformaciji, ko so materinski mehurčki 
skoraj okrogli z ovirano možnostjo hitre prilagoditve oblike. Ker membrana težko prenaša 
raztezanje, so skoraj okrogli mehurčki počili. Ta mehanizem postreže z možno razlago 
zmanjšanja števila OUFM že po 20 minutah opazovanja (Slika 17). Meritve prikažejo 
relativno nespremenjeno število OUFM po 50 minutah opazovanja glede na prvih 20 
minut. Preostali OUFM v testnem vzorcu so imeli v povprečju večjo ekscentričnost kot 
OUFM v kontrolnem vzorcu. V skladu s predlaganim mehanizmom interpretiramo, da so 
mehurčki, ki niso počili, že pred dodajanjem NM CB imeli dovolj ohlapno membrano 
zaradi integracije ostankov tubularne mreže, da so lahko prilagodili svojo obliko v skladu 
s spremembo osmotskega tlaka. Podoben osmotski učinek smo opazovali pri raztopini 
eritrocitov. Eritrociti imajo relativno nizek relativni volumen, saj je vrednost za diskocite, 
ki prevladujejo v vzorcih, ocenjena na okrog 0,7, zato so celice sposobne prilagoditi 
obliko v doseganju osmotskega ravnovesja. Ker so eritrociti daleč od limitne okrogle 
oblike, je njihova oblika določena z minimumom proste energije membrane in 
membranskega skeleta (Iglič, 1997).  
 
Iz predstavljenega lahko zaključimo, da OUFM dodan NM CB pomembno vpliva na 
spremembo oblike in števila mehurčkov, zato je odgovor na tretji zastavljeni cilj 
pritrdilen.  
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5.6 NADALJNJE RAZISKAVE 
Nanomateriali CB pri celicah povzročijo različne vrste odzivov. CB lahko povzroči 
oksidacijo molekul na zunanji celični membrani, kar povzroči uhajanje/prehajanje kovin 
in redoks aktivnih substanc preko zunanje celične membrane in s tem poškodbo 
membrane (Møller in sod., 2010). Biokemični pristop pri ugotavljanju vplivov NM na 
celice mora upoštevati mehanizme oblikovanja koron okrog primarnih delcev NM (De 
Paoli in sod., 2014; Mariam in sod., 2016). Drugi pomembni vidik je upoštevanje 
celovitosti, sestave in lastnosti membran kot dela vitalnega procesa v funkcioniranju 
celice. Razumevanje osnovnih lastnosti membrane ter njenih pomembnih interakcij je 
ključno pri nanotoksikoloških študijah, kar podpira naše ugotovitve.  
 
Analiza oblike in populacijskih karakteristik eritrocitov kot modelnih celic ter OUFM 
zagotavlja primerno kvantitativno metodo za študije vpliva dodanih substanc na biološke 
membrane, zato bi v prihodnje metoda lahko predstavljala dobro osnovo v raziskovanju 
in testiranju. NM CB pomembno vpliva na spremembe števila in oblike umetnih 
mehurčkov. V naši raziskavi z uporabljenimi metodami nismo dokazali vpliva dodanega 
NM CB na hemolizo ali spremembe celične membrane krvnih celic, ki bi lahko 
pomembno vplivale na njihovo funkcijo, smo pa ugotovili pomembne spremembe pri 
populacijah levkocitov. Vsekakor bi bile potrebne nadaljnje raziskave z uporabo še drugih 
metod določanja in opazovanja vpliva. NM CB pa bi lahko predstavljal tveganje za 
zdravje tudi z vidika tvorbe velikih aglomeratov, ki bi lahko zamašili kapilare.    
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 NM CB, suspendiran v fosfatnem pufru, je interagiral z membrano eritrocita, vendar 
v 24 urah inkubacije ni povzročil pomembnih in opaznih razlik v lokalni 
ukrivljenosti membrane. 
 V vzorcih s trombociti bogate plazme v 24 urah nismo opazili sprememb v oblikah 
trombocitov zaradi prisotnosti NM CB.  
 V vzorcih nismo zaznali sprememb v standardno določenih parametrih celične 
krvne slike za eritrocite in trombocite (koncentracija, volumen, koeficient 
variabilnosti volumna).  
 V vzorcih smo zaznali pomembne spremembe v povečanju števila levkocitov, 
eozinofilcev in bazofilcev ter znižanje števila monocitov. Spremembe v številu 
zaznanih dogodkov so posledica dodanega NM CB, vendar ne moremo z gotovostjo 
trditi ali je aparat zaznal aglomerate NM ali na aglomerate zlepljene celice.  
 NM CB je povzročil pokanje OUFM in spremembo njihove oblike, kar smo razložili 
z vplivom CB na topilo oziroma z osmotskim efektom.  
 Eritrociti so primeren model za opazovanje bio-fizikalnih učinkov dodanih delcev 
na zunanjo celično membrano, saj zaradi sestave ne spreminjajo kemijskih lastnosti 
membrane, se pa membrana hitro odziva na zunanje spremembe. Pri eritrocitih 
lahko zato pričakujemo le destabilizacijo membran, ne pa tudi njene aktivacije, kar 
je lastnost drugih krvnih celic.  
 Lipidni mehurčki so enostaven umeten sistem, primeren tudi za preučevanje vpliva 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1  POVZETEK 
Proizvodnja nanomaterialov eksponentno narašča. Sočasno se povečuje število raziskav, 
ki preučujejo fizikalno-kemične lastnosti nanomaterialov in njihove uporabne zmožnosti, 
kot tudi raziskav o vplivih na organizme, celice in človeka. Črni ogljik je stranski produkt 
gorenja biomase in kot tak pogosto prisoten v zraku. Nanomaterial črnega ogljika se 
industrijsko množično proizvaja v 90% za industrijo gum. Ljudje smo delcem črnega 
ogljika pogosto izpostavljeni.  
 
V okviru doktorske disertacije nas je zanimalo, kakšen vpliv ima NM CB na zunanjo 
membrano krvnih celic, ali bi lahko vplival na spremembo oblike krvnih celic, kot tudi, 
ali ima vpliv na parametre celične krvne slike. V raziskavi smo uporabili tudi umetne 
modelne sisteme – fosfolipidne mehurčke za preučevanje lastnosti celične membrane 
(predvsem stabilnosti in propustnosti).  
 
V raziskavi smo uporabili industrijsko proizveden NM CB, ki smo ga dodajali krvi ex 
vivo, kot tudi izoliranim krvnim celicam, in vzorce inkubirali do 24 ur. Za kontrolne 
vzorce smo uporabili PBS. Vzorce smo opazovali s pomočjo optičnega in vrstičnega 
elektronskega mikroskopa. Za analize parametrov celične krvne slike je kri darovalo 14 
zdravih oseb. Vzorci polne krvi so bili 1 uro inkubirani z dvema različnima 
koncentracijama dodanega NM CB ter s PBS za kontrolo. Z modificirano metodo 
elektroformacije smo pripravili fosfolipidne mehurčke, ki smo jih inkubirali z NM CB v 
glukozi. 
 
Naši rezultati so pokazali, da imajo primarni delci CB veliko tendenco po aglomeraciji in 
zato ni bilo mogoče izvesti eksperimenta s primarnimi delci, ampak smo vključili 
aglomerate. Opazili smo adhezije eritrocitov z aglomerati NM CB ter po obliki 
spremenjene eritrocite (stomatocite) z ujetim aglomeratom v jamici. V pregledanih 
vzorcih nismo našli dokaza, da bi NM CB vplival na lokalno spremembo ukrivljenosti 
celične membrane. Populacijska študija na eritrocitih je pokazala, da se je število 
diskocitov zniževalo, naraščalo pa je število ehinocitov tako v testnih, kot v kontrolnih 
vzorcih. Skupno število celic se v teku 24 ur ni spremenilo. Razlik nismo zaznali niti v 
vrednostih parametrov eritrocitov v krvnih vzorcih, odvzetih štirinajstim osebam, in 
inkubiranih z dvema različnima koncentracijama NM CB.    
 
Pri eksperimentu s trombociti smo s SEM ugotovili, da dodani NM CB ne vpliva na 
aktivacijo trombocitov. Čeprav so bile vrednosti parametrov MPC v testnih krvnih 
vzorcih pomembno povišane, ne moremo dokazati, da je to posledica vpliva NM CB. 
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Statistično pomembne razlike med testnimi in kontrolnimi krvnimi vzorci smo opazili 
tudi pri vrednostih parametrov levkocitov: povečano skupno število, povečanje števila 
zadetkov v regiji eozinofilcev ter bazofilcev, znižano število zadetkov v regiji monocitov. 
Ker smo pri eksperimentu z levkociti uporabili le metodo pretočne citometrije, ne 
moremo dokazati, da so spremembe v vrednostih parametrov posledica vpliva dodanega 
NM.  
 
Eksperiment z OUFM je pokazal pomemben upad v številu mehurčkov v testnem vzorcu 
že po 20 minutah opazovanja ter spremembo oblike pri preostalih mehurčkih v vzorcih. 
Iz tega lahko sklepamo, da je vpliv dodanega NM CB izredno močan, ni pa možno 
dokazati ali gre za neposredni ali posredni vpliv (preko medija).  
 
7.2 SUMMARY 
The manufacture of nanomaterial (NM) is growing rapidly. Accordingly, a number of 
studies about physiochemical properties and usefulness of nanoparticles and also their 
effects on organisms, cells and human are explored. Carbon black (CB) is a biomass 
burning side-product and therefore commonly present in the air. Industrially produced 
NM CB is in 90 % used in the rubber industry. People are therefore often exposed to NM 
CB.  
 
In the thesis, we investigated the effect of NM CB on blood cells plasma membrane and 
whether NM could induce the cell shape changes or blood cell parameters changes. Used 
in the study was also an artificial model system – giant phospholipid vesicles for 
analysing the properties of the membranes, such as stability and permeability.  
 
In the study, industrially produced NM CB for experiment with full blood and isolated 
blood cells was employed. The samples were incubated up to 24 hours. Phosphate 
buffered saline (PBS) was used for control. The samples were observed by optical and 
scanning electron microscope. For blood sample analysis, the blood was donated by 14 
healthy individuals, and the analysis was performed by ADVIA flow cytometer. Full 
blood samples were for incubated one hour with two different concentrations of NM CB 
and PBS for control. The modified electroformation method was employed to prepare 
phospholipid vesicles which were incubated with NM CB in glucose solution. 
 
Results of the study show that CB nanoparticles have a great tendency to agglomeration, 
and therefore it was not possible to perform the experiment with the primary sized 
nanoparticles, so agglomerates were included. We observed the red blood cell adhesion 
with NM CB agglomerates and changed shape of erythrocytes (stomatocytes) with 
trapped agglomerate in the dimple. In the samples examined, no evidence was found that 
NM CB would affect the local shape change of the cell membrane. A population study 
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on erythrocytes showed that the number of discocytes decreased, and that the number of 
echinocytes increased in both, the test and control samples. The total number of cells did 
not change within 24 hours. We did not detect any difference in the values of erythrocyte 
parameters in blood samples taken from fourteen individuals, incubated with two 
different concentrations of NM CB. 
 
In the experiment with platelets, observed by SEM, it was established that the added NM 
CB did not affect platelet activation. Although the values of MPC parameters in the test 
blood samples were significantly elevated, we cannot prove that this was due to the 
influence of NM CB. Statistically significant differences between the test and control 
blood samples were also observed in the values of leukocyte parameters, the increased 
total number, increased number of events within the region of eosinophils and basophils, 
and the decreased number of events within the monocyte region. Since only the flow 
cytometry method was used in the leukocyte experiment, we cannot prove that the 
changes in the parameter values are due to the effect of the added NM.  
 
Giant unilamelar phospholipid vesicles (GUV) experiment showed a significant decrease 
in the number of vesicles in the test sample after 20 minutes of observation and a change 
in the shape of the remaining vesicles in the samples. It can therefore be concluded that 
the impact of the added NM CB is extremely strong, it is not possible to prove whether 
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PRILOGA B: Preglednice parametrov celične krvne slike 
 
Preglednica B1: Parametri eritrocitov v vzorcih krvi, inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika (Pajnič in sod., 2015) 
Table B1: Erythrocyte parameters in blood samples incubated with carbon black nanomaterial (Pajnič in sod., 2015) 




A 3,6 2,82 2,98 2,92 3,26 3,38 3,89 4,75 3,65 3,27 3,72 3,27 3,67 4,46 3,55 0,55 0,42 (A-C) 
B 3,95 3,23 2,5 3,35 3,44 3,39 3,84 4,46 3,5 3,51 3,56 3,41   3,51 0,46 0,27 (B-C) 
C 3,68 3,27 3,14 3,38 3,26 3,46 3,95 4,54 3,2 3,26 3,54 3,22 3,3 4,34 3,40 0,41 0,80 (A-B) 
Hematokrit - 
HCT (%) 
A 0,324 0,245 0,259 0,259 0,275 0,313 0,338 0,4 0,305 0,28 0,324 0,276 0,313 0,374 0,31 0,04 0,96 (A-C) 
B 0,359 0,281 0,217 0,298 0,291 0,31 0,334 0,38 0,291 0,301 0,311 0,29   0,3 0,04 0,89 (B-C) 
C 0,331 0,285 0,273 0,3 0,274 0,316 0,343 0,387 0,266 0,279 0,309 0,274 0,28 0,364 0,3 0,04 0,76 (A-B) 
RDW (%) 
A 13 12,6 12,3 12,5 13,6 13,5 12,9 12,4 13 12,8 13,5 15,3 12,6 12,5 13,04 0,78 0,88 (A-C) 
B 12,9 12,6 12,4 12,8 13,6 13,4 12,8 12,4 13 12,7 13,5 15,4   13,13 0,82 0,90 (B-C) 
C 12,9 12,8 12,5 12,6 13,6 13,7 12,8 12,5 12,9 12,7 13,7 15,3 12,6 12,5 13,08 0,77 0,98 (A-B) 
HDW (g/l) 
A 23,4 22,7 24,1 27,2 25,7 22,6 24 24,6 27,1 24,5 22,5 26,3 25,9 25,9 24,75 1,62 0,95 (A-C) 
B 23,2 22,7 24,6 27,3 26,2 22,1 4 24,4 27,1 24,3 22,5 26,1   22,88 6,20 0,36 (B-C) 
C 23,5 22,6 24,3 27,5 26,2 22,3 23,9 24,7 26,8 24,6 22,7 26,2 25,9 25,9 24,79 1,66 0,37 (A-B) 
Opombe: RBC – število eritrocitov, HTC – hematokrit, RDW – koeficient variabilnosti volumna eritrocitov, HDW – koeficient variabilnosti volumna hemoglobina, 
AVG – povprečna vrednost, STD – standardni odklon, p – statistično pomembna razlika je bila izračunana s t-testom (α=0,05) za testne in kontrolne vzorce (A-C in 
B-C) ter za oba testna vzorca (A-B). Testni vzorci so bili inkubirani eno uro, (A) z 0,5 mg/ml, (B) z 1 mg/ml suspenzije NM CB v PBS ter kontrolni vzorci (C) s 
PBS. 
Remarks: RBC – red blood cell count, HTC – hematocrit, RDW – red cell distibution width, HDW – hemoglobin distribution width, AVG – average value, STD – 
standard deviation, p – statistically significant difference have been evaluated with t-test (α=0,05) of the difference between the test and the control samples (A-C 
and B-C, respectively) and between the two test samples (A-B). All test samples were incubated for one hour, (A) with 0.5 mg/ml, (B) with 1 mg/ml carbon black 
nanomaterial PBS-suspension and (C) control samples with PBS-suspension only. 
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Preglednica B2: Parametri trombocitov v vzorcih krvi, inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika (Pajnič in sod., 2015) 
Table B2: Platelet parameters in blood samples incubated with carbon black nanomaterial (Pajnič in sod., 2015) 




A 114 109 146 114 70 169 69 56 91 62 71 106 37 38 89,43 39,02 0,16 (A-C)  
B 92 119 184 123 56 176 104 49 99 80 56 61   99,92 44,92 0,21 (B-C)  
C 141 129 209 121 104 182 117 56 129 86 82 117 59 49 112,93 45,91 0,91 (A-B)  
PCT (%) 
A 0,1 0,1 0,13 0,11 0,06 0,16 0,07 0,05 0,09 0,07 0,07 0,1 0,03 0,04 0,08 0,04 0,21 (A-C)  
B 0,08 0,11 0,16 0,12 0,05 0,17 0,1 0,05 0,1 0,08 0,06 0,06   0,10 0,04 0,31 (B-C)  
C 0,12 0,12 0,17 0,11 0,09 0,16 0,11 0,05 0,13 0,08 0,08 0,11 0,05 0,05 0,10 0,04 0,87 (A-B)  
MPV (fL) 
A 9 8,9 8,6 9,6 9,2 9,4 9,7 9,2 9,9 10,5 10,5 9,5 8,3 9,4 9,41 0,63 0,62 (A-C)  
B 8,7 9,4 8,4 9,6 8,8 9,6 9,6 9,3 10,2 9,9 10,5 10   9,5 0,63 0,39 (B-C)  
C 8,8 9,6 8,4 9 8,7 8,8 9,5 9 10,1 9,7 10,3 9,5 9 9,7 9,29 0,56 1,00 (A-B)  
PDW (%) 
A 61,9 53,8 54 59,1 67,7 62,1 61,3 72,2 57,6 65,4 63,8 56 47,7 51,6 59,59 6,67 0,15 (A-C)  
B 47,2 60 55,4 56,8 54,5 61,8 61,8 63,2 59,7 56,8 61,0 61,5   58,31 4,49 0,31 (B-C)  
C 60 50,9 52,4 52,9 59,7 58,3 58,1 60,2 55,4 54 62,3 54,6 57,8 56,3 56,64 3,39 0,17 (A-B)  
MPC (g/l) 
A 219 229 219 215 209 228 222 223 216 209 211 215 174 206 213,93 13,43 0,02 (A-C) 0,88 
B 209 229 220 220 212 218 236 218 219 215 206 189   215,92 11,73 0,00 (B-C) 0,84 
C 229 229 230 230 233 232 239 226 222 232 225 214 193 219 225,21 11,20 0,61 (A-B)  
MPM (pg) 
A 1,79 1,89 2,74 1,88 1,74 1,97 1,97 1,81 1,95 0,96 1,99 1,89 1,38 1,78 1,84 0,38 0,45 (A-C)  
B 1,72 1,89 1,71 1,92 1,73 1,91 2,06 1,84 2,01 1,94 1,96 1,72   1,87 0,12 0,10 (B-C)  
C 1,86 2,03 1,77 1,92 1,87 1,89 2,1 1,86 2,04 2,07 2,09 1,88 1,6 1,92 1,92 0,14 0,90 (A-B)  
Opombe: PLT – število trombocitov, PCT – prostorninski delež stisnjenih trombocitov, MPV – povprečni volumen trombocitov, PDW – koeficient variabilnosti 
volumna trombocitov, MPC – povprečna koncentracija komponent trombocitov, MPM – povprečna masa trombocita, AVG – povprečna vrednost, STD – standardni 
odklon, p – statistično pomembna razlika (α=0,05) je bila izračunana s t-testom za testne in kontrolne vzorce (A-C in B-C) ter za oba testna vzorca (A-B), P – 
statistična moč (zadostna, ko je P>0,8). Vsi vzorci so bili inkubirani eno uro, (A) z 0,5 mg/ml, vzorci (B) z 1 mg/ml suspenzije NM CB v PBS, vzorci (C) s PBS.  
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Remarks: PLT – platelet count, PCT – plateletcrit, MPV – mean platelet value, PDW – platelet distibution width, MPC – mean platelet component, MPM – mean 
platelet mass, AVG – average value, STD – standard deviation, p – statistically significant difference have been evaluated with t-test (α=0,05) for control samples 
(A-C and B-C, respectively) and between the two test samples (A-B), P – statistical power for sample validation (power larger than 0.8). All test samples were 
incubated for one hour, (A) with 0.5 mg/ml, (B) with 1 mg/ml carbon black nanomaterial PBS-suspension and (C) control samples with PBS-suspension. 
 
Preglednica B3: Parametri levkocitov v vzorcih krvi inkubiranih z nanomaterialom črnega ogljika (Pajnič in sod., 2015) 
Table B3: Leukocyte parameters in blood samples incubated with carbon black nanomaterial (Pajnič in sod., 2015) 
Parameter Vzorec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 AVG STD p P 
Levkociti  
(10³ celic/µl) 
A 8,51 6,81 8,45 6,3 6,13 8,97 6,92 8,1 8,83 7,05 6,91 6,12 4,74 4,71 7,04 1,39 0,04 (A-C) 0,81 
B 9,04 5,97 8,12 5,78 6,33 8,28 7,12 7,29 8,94 8,55 8,3 7,46   7,60 1,13 0,00 (B-C) 1 




A 3,04 4,82 5,81 3,18 4,59 3,99 4,62 3,05 2,57 3,97 3,53 3,24 3,21 2,37 3,71 0,97 0,25 (A-C)  
B 4,05 5,58 5,72 4,15 4,19 3,86 4,35 3,46 2,5 3,79 3,89 3,08     4,05 0,91 0,04 (B-C) 0,86 




A 2,14 1,39 1,71 2,84 1,74 2,11 2,35 1,97 2,7 3,53 3,11 2,46 1,01 1,82 2,21 0,68 0,58 (A-C)  
B 2,17 1,62 1,83 3,17 1,66 2,05 2,2 1,75 2,45 3,33 2,91 2,15     2,27 0,58 0,39 (B-C)   




A 0,14 0,19 0,23 0,27 0,22 0,23 0,24 0,24 0,08 0,2 0,18 0,15 0,25 0,15 0,20 0,05 0,00 (A-C) 1 
B 0,18 0,17 0,23 0,33 0,16 0,17 0,2 0,34 0,11 0,16 0,21 0,16     0,20 0,07 0,00 (B-C) 1 




A 0,69 0,38 0,95 0,76 1,41 0,44 1,61 0,72 0,8 0,63 1,6 0,9 0,2 0,3 0,81 0,45 0,00 (A-C) 1 
B 0,91 0,85 1,02 0,82 1,06 0,92 1,29 0,66 0,58 0,64 1,88 0,5     0,93 0,37 0,00 (B-C) 1 




A 0,1 0,14 0,14 0,28 0,13 0,14 0,14 0,15 0,15 0,1 0,1 0,06 0,06 0,07 0,13 0,06 0,00 (A-C) 1 
B 0,16 0,06 0,15 0,07 0,2 0,12 0,23 0,12 0,14 0,2 0,15 0,08     0,14 0,05 0,00 (B-C) 1 
C 0,2 0,03 0,02 0,03 0,03 0,04 0,06 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 0,05 0,05 0,51 (A-B)  
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Opombe: AVG – povprečna vrednost, STD – standardni odklon, p – statistično pomembna razlika (α=0,05) je bila izračunana s t-testom za testne in kontrolne vzorce 
(A-C in B-C) ter za oba testna vzorca (A-B), P – statistična moč (zadostna, ko je P>0,8). Vsi vzorci so bili inkubirani eno uro, (A) z 0,5 mg/ml, vzorci (B) z 1 mg/ml 
suspenzije NM CB v PBS, vzorci (C - kontrola) s PBS.  
Remarks: AVG – average value, STD – standard deviation, p – statistically significant difference have been evaluated with t-test (α=0,05) for control samples (A-C 
and B-C, respectively) and between the two test samples (A-B), P – statistical power for sample validation (power larger than 0.8). All test samples were incubated 
for one hour, (A) with 0.5 mg/ml, (B) with 1 mg/ml carbon black nanomaterial PBS-suspension and (C) control samples with PBS-suspension. 
 
